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DESCRIPCION
Composiciones y procedimientos de uso de mezclas estandarizadas

Ciertas realizaciones de la presente invencion se hicieron bajo las becas de investigacion numeros ES02679 y
ES01247 de los Institutos Nacionales de la Salud, la beca n° RR00044 de la Division de Recursos de Investigacion,
el contrato 91-2 de los Institutos de la Salud y el contrato CH61 de la Organizacién Internacional del Plomo y Cinc,
que pueden tener ciertos derechos sobre ellas. Ciertas realizaciones de la invencion se hicieron bajo las becas de
investigacion n° NIH CA85147, CA 95806 y CA 103594, que pueden tener ciertos derechos sobre ellas. Ciertas
realizaciones de la presente invencion se hicieron bajo la beca de investigacion nimero EO 1640 de los Institutos
Nacionales de la Salud, que pueden tener ciertos derechos sobre ellas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Con la secuenciacion del genoma humano, aparece la esperanza de acelerar el desarrollo de farmacos y descubrir
mejores ensayos de diagndstico. Esta esperanza ha creado la necesidad de desarrollar procedimientos mejorados
para la medida de la expresion multigénica. Son particularmente necesarios procedimientos susceptibles de un
control de calidad apropiado, por ejemplo, para satisfacer las directrices regulatorias. La presente invencion se
refiere a composiciones y procedimientos dirigidos a abordar estas esperanzas y necesidades.

SUMARIO DE LA INVENCION

Es un primer aspecto descrito en la presente memoria un procedimiento que comprende proporcionar una primera
muestra que comprende un primer acido nucleico; amplificar dicho primer acido nucleico y obtener una relacion en la
que dicha relacién puede dar cuenta de menos de aproximadamente 1.000 moléculas de dicho primer acido nucleico
en dicha primera muestra. Se describe ademas que dicha relacién puede dar cuenta de menos de aproximadamente
100 moléculas, menos de aproximadamente 10 moléculas o0 menos de aproximadamente 1 molécula de dicho primer
acido nucleico en dicha primera muestra. Se describe también en la presente memoria que dicha relacién compara
una primera relaciéon de producto amplificado de dicho primer acido nucleico a producto coamplificado de un molde
competitivo de dicho primer acido nucleico con una segunda relaciéon de producto amplificado de un segundo acido
nucleico en dicha primera muestra a producto coamplificado de un molde competitivo de dicho segundo acido
nucleico. Tipicamente, dicho primer acido nucleico y dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico se
coamplifican en un primer recipiente y dicho segundo acido nucleico y dicho molde competitivo de dicho segundo
acido nucleico se coamplifican en un segundo reciente. El molde competitivo del primer o segundo acido nucleico
puede comprender una secuencia referenciada en la Tabla 4. Se describe ademas que el segundo acido nucleico
sirve como primer acido nucleico de referencia, por ejemplo, como control de carga. El primer acido nucleico de
referencia puede corresponder a al menos un gen seleccionado de GADP, ACTB y B-actina. La relacion puede
comparar ademas el producto amplificado de una serie de otro(s) acido(s) nucleico(s) con el producto coamplificado
de molde(s) competitivo(s) de dicha serie de otro(s) acido(s) nucleico(s). Al menos uno de dichos otros acidos
nucleicos puede servir como segundo acido nucleico de referencia. El segundo acido nucleico de referencia puede
corresponder a al menos un gen seleccionado de GADP, ACTB y B-actina. Se describe ademas que la relacion
comprende el uso de electroforesis capilar de microfluidos, matriz de oligonucleétidos, espectrometria de masas o
cromatografia. Se describe también en la presente memoria que la relacion no implica tomar medidas a tiempo real
ni la generacion de una curva patrén. La relacion puede controlar las fuentes de variacion seleccionadas de carga de
ADNc, eficacia de amplificacién intraacido nucleico, eficacia de amplificaciéon interacido nucleico, eficacia de
amplificacion interespécimen, eficacia de amplificacion intermuestra y eficacia de amplificacion intramuestra. La
relacion es capaz de detectar una diferencia de menos de aproximadamente 2 veces o una diferencia de menos de
aproximadamente 1 vez. La relacion es capaz de detectar una diferencia de menos de aproximadamente un 80 %,
una diferencia de menos de aproximadamente un 50 %, una diferencia de menos de aproximadamente un 30 % o
una diferencia de menos de aproximadamente un 20 %. Se describe ademas en la presente memoria que la relacion
es capaz de detectar una diferencia de menos de aproximadamente 2 veces o una diferencia de menos de
aproximadamente 1 vez en aproximadamente 100 moléculas o menos o en aproximadamente 10 moléculas o
menos de dicho primer acido nucleico en dicha primera muestra. La diferencia detectada puede ser una diferencia
de menos de aproximadamente un 80 %, una diferencia de menos de aproximadamente un 50 %, una diferencia de
menos de aproximadamente un 30 % o una diferencia de menos de aproximadamente un 20 %. Se describe
también en la presente memoria que la relacidon proporciona un coeficiente de variacion de menos de
aproximadamente un 25 %, menos de aproximadamente un 20 %, menos de aproximadamente un 15 %, menos de
aproximadamente un 10 % o menos de aproximadamente un 5 % entre dicha primera muestra y una segunda
muestra de dicho primer acido nucleico. Se describe ademas en la presente memoria que la primera y dicha
segunda muestras se amplifican en momentos diferentes, la primera y dicha segunda muestras se amplifican en
laboratorios diferentes o la primera y dicha segunda muestras se proporcionan de sujetos diferentes. El primer acido
nucleico puede comprender una secuencia referenciada en la Tabla 1 o 2. Los procedimientos descritos en la
presente memoria pueden reducir o eliminar los falsos negativos, preferiblemente los falsos positivos se reducen a
un numero estadisticamente no significativo. El acido nucleico puede ser una molécula de ARN o una molécula de
ADN. Tipicamente, la relacion es sustancialmente constante mas alla de la fase exponencial de dicha amplificacion
de dicho primer acido nucleico.
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Se describe también en la presente memoria un procedimiento de valoracién de un primer acido nucleico
proporcionado en una primera muestra, que comprende coamplificar dicho primer acido nucleico, una serie de
otro(s) acido(s) nucleico(s), un molde competitivo de dicho primer acido nucleico y molde(s) competitivo(s) de
dicho(s) otro(s) acido(s) nucleico(s), en el que dichos moldes competitivos estan a concentraciones conocidas uno
respecto a otro, produciendo un primer producto amplificado de los mismos; diluir dicho primer producto amplificado
y coamplificar ademas dicho primer producto amplificado diluido de dicho primer acido nucleico y de dicho molde
competitivo de dicho primer acido nucleico, produciendo un segundo producto amplificado del mismo. Tipicamente,
el nimero es de al menos aproximadamente 1 otro acido nucleico, al menos aproximadamente 100 otros acidos
nucleicos, o el nimero es de al menos aproximadamente 1.000 otros acidos nucleicos. Tipicamente, la dilucién
produce una dilucién de al menos aproximadamente 100 veces, al menos aproximadamente 1.000 veces o al menos
aproximadamente 10.000 veces. Preferiblemente, el procedimiento da cuenta de menos de aproximadamente 1.000
moléculas de dicho primer acido nucleico en dicha muestra, de menos de aproximadamente 100 moléculas de dicho
primer acido nucleico en dicha primera muestra, de menos de aproximadamente 10 moléculas de dicho primer acido
nucleico en dicha primera muestra o de aproximadamente 1 molécula de dicho primer acido nucleico en dicha
primera muestra. Preferiblemente, al menos uno de dichos moldes competitivos comprende una secuencia
referenciada en la Tabla 4. El primer acido nucleico puede comprender una secuencia referenciada en la Tabla 1 o
2. Uno de los otros acidos nucleicos puede servir como primer acido nucleico de referencia, tal como control de
carga. El primer acido nucleico de referencia puede corresponder a al menos un gen seleccionado de GADP, ACTB
y B-actina. Se describe ademas en la presente memoria que el procedimiento de valoracién comprende obtener una
primera relaciéon, comparando dicha primera relacion dicho segundo producto amplificado de dicho primer acido
nucleico con dicho segundo producto amplificado de dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico;
obtener una segunda relacion, comparando dicha segunda relacion dicho primer producto amplificado de dicho
primer acido nucleico de referencia con dicho primer producto amplificado de dicho molde competitivo de dicho
primer acido nucleico de referencia y comparar dichas primera y segunda relaciones. Se describe también en la
presente memoria que otro de dichos otros acidos nucleicos sirve como segundo acido nucleico de referencia. El
segundo acido nucleico de referencia puede corresponder a al menos un gen seleccionado de GADP, ACTB y B-
actina. Se describe ademas en la presente memoria que el procedimiento de valoracién comprende obtener una
primera relaciéon, comparando dicha primera relacion dicho segundo producto amplificado de dicho primer acido
nucleico con dicho segundo producto amplificado de dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico;
obtener una tercera relacion, comparando dicha tercera relacion dicho primer producto amplificado de dicho segundo
acido nucleico de referencia con dicho primer producto amplificado de dicho molde competitivo de dicho segundo
acido nucleico de referencia y comparar dicha primera y dicha tercera relaciones. Se describe ademas en la
presente memoria que el procedimiento comprende ademas diluir y coamplificar ademas dicho primer producto
amplificado diluido de dicho primer acido nucleico de referencia y de dicho molde competitivo de dicho primer acido
nucleico de referencia, produciendo un segundo producto amplificado del mismo. Se describe ademas en la
presente memoria que la valoracién comprende obtener una primera relacion, comparando dicha primera relacién
dicho segundo producto amplificado de dicho primer acido nucleico con dicho segundo producto amplificado de
dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico; obtener una cuarta relacién, comparando dicha cuarta
relacion dicho segundo producto amplificado de dicho primer acido nucleico de referencia con dicho segundo
producto amplificado de dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico de referencia y comparar dicha
primera y dicha cuarta relaciones. Se describe ademas en la presente memoria que la relacion comprende el uso de
electroforesis capilar de microfluidos, matriz de oligonucleétidos, espectrometria de masas o cromatografia. Se
describe también en la presente memoria que la relaciéon no implica tomar medidas a tiempo real ni la generacién de
una curva patrén. La relacion puede controlar las fuentes de variacion seleccionadas de carga de ADNc, eficacia de
amplificacién intraacido nucleico, eficacia de amplificacion interacido nucleico, eficacia de amplificacion
interespécimen, eficacia de amplificacion intermuestra y eficacia de amplificacion intramuestra. La valoracion puede
detectar una diferencia de menos de aproximadamente 2 veces, una diferencia de menos de aproximadamente 1
vez, una diferencia de menos de aproximadamente un 80 %, una diferencia de menos de aproximadamente un 50
%, una diferencia de menos de aproximadamente un 30 % o una diferencia de menos de aproximadamente un 20
%. Se describe ademas en la presente memoria que la relacion proporciona un coeficiente de variacion de menos de
aproximadamente un 25 %, menos de aproximadamente un 20 %, menos de aproximadamente un 15 %, menos de
aproximadamente un 10 % o menos de aproximadamente un 5 % entre dicha primera muestra y una segunda
muestra de dicho primer acido nucleico. Se describe también en la presente memoria que la primera y dicha
segunda muestras se amplifican en momentos diferentes, la primera y dicha segunda muestras se amplifican en
laboratorios diferentes o la primera y dicha segunda muestras se proporcionan de sujetos diferentes. El primer acido
nucleico puede comprender una secuencia referenciada en la Tabla 1 o 2. Los procedimientos descritos en la
presente memoria pueden reducir o eliminar los falsos negativos, preferiblemente los falsos positivos se reducen a
un numero estadisticamente no significativo. El acido nucleico puede ser una molécula de ARN o una molécula de
ADN. Tipicamente, la relacion es sustancialmente constante mas alla de la fase exponencial de dicha amplificacion
de dicho primer acido nucleico. Se describe ademas en la presente memoria que las muestras se diluyen antes de la
amplificacion.

Es otro aspecto de la invencion un procedimiento de valoracién de un primer acido nucleico en una primera muestra
como se caracteriza en las reivindicaciones adjuntas, que comprende proporcionar una mezcla estandarizada que
comprende un molde competitivo de dicho primer acido nucleico y un molde competitivo de un segundo acido
nucleico en dicha primera muestra, en el que dichos moldes competitivos estan a concentraciones conocidas uno
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respecto a otro; combinar dicha primera muestra con dicha mezcla estandarizada; coamplificar dicho primer acido
nucleico y dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico, produciendo un primer producto amplificado del
mismo; diluir dicho primer producto amplificado; coamplificar ademas dicho primer producto amplificado de dicho
primer acido nucleico y de dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico, produciendo un segundo
producto amplificado del mismo y coamplificar dicho segundo acido nucleico amplificado y dicho molde competitivo
de dicho segundo acido nucleico, produciendo el primer producto amplificado del mismo. El primer acido nucleico y
dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico pueden coamplificarse en un primer recipiente y dicho
segundo acido nucleico y dicho molde competitivo de dicho segundo acido nucleico pueden coamplificarse en un
segundo recipiente. Tipicamente, la diluciéon produce una dilucién de al menos aproximadamente 100 veces, una
dilucién de al menos aproximadamente 1.000 veces o una dilucién de al menos aproximadamente 10.000 veces. El
procedimiento puede dar cuenta menos de aproximadamente 1.000 moléculas de dicho primer acido nucleico en
dicha primera muestra, de menos de aproximadamente 100 moléculas de dicho primer acido nucleico en dicha
primera muestra, de menos de aproximadamente 10 moléculas de dicho primer acido nucleico en dicha primera
muestra o de aproximadamente 1 molécula de dicho primer acido nucleico en dicha primera muestra. La mezcla
estandarizada puede comprender ademas cantidades suf|C|entes de dichos moldes competitivos para valorar dicho
primer acido nucleico en mas de aproxmadamente 10° otras muestras, mas de aPrOX|madamente 10® otras
muestras, mas de aproxmadamente 10'° otras muestras, mas de aproximadamente 10" otras muestras o mas de
aproximadamente 10'? otras muestras. La mezcla estandarizada puede comprender ademas una serie de otro(s)
molde(s) competitivo(s) de otro(s) acido(s) nucleico(s), en la que dicho(s) molde(s) competitivo(s) estan a
concentraciones conocidas uno respecto a otro; permitiendo asi la valoracion de dichos otros acidos nucleicos en
dicha primera muestra. El numero de otros moldes competitivos puede ser de al menos aproximadamente 100 o al
menos aproximadamente 1.000. En algunas realizaciones, el segundo acido nucleico sirve como primer acido
nucleico de referencia, tal como para control de carga. El primer acido nucleico de referencia puede corresponder a
al menos un gen seleccionado de GADP, ACTB y B-actina. El procedimiento de valoracion comprende obtener una
primera relaciéon, comparando dicha primera relacion dicho segundo producto amplificado de dicho primer acido
nucleico con dicho segundo producto amplificado de dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico;
obtener una segunda relacion, comparando dicha segunda relacion dicho primer producto amplificado de dicho
primer acido nucleico de referencia con dicho primer producto amplificado de dicho molde competitivo de dicho
primer acido nucleico de referencia y comparar dichas primera y segunda relaciones. Al menos uno de dichos otros
acidos nucleicos sirve como segundo acido nucleico de referencia y dicho segundo acido nucleico de referencia
puede corresponder a al menos un gen seleccionado de GADP, ACTB y B-actina. El procedimiento puede
comprender ademas coamplificar dicho segundo acido nucleico de referencia y dicho molde competitivo de dicho
segundo acido nucleico de referencia, produciendo un primer producto amplificado del mismo. La valoracion puede
comprender obtener una primera relacion, comparando dicha primera relaciéon dicho segundo producto amplificado
de dicho primer acido nucleico con dicho segundo producto amplificado de dicho molde competitivo de dicho primer
acido nucleico; obtener una tercera relaciéon, comparando dicha tercera relacién dicho primer producto amplificado
de dicho segundo acido nucleico de referencia con dicho primer producto amplificado de dicho molde competitivo de
dicho segundo &acido nucleico de referencia y comparar dichas primera y tercera relaciones. La mezcla
estandarizada puede comprender ademas cantidades suf|C|entes de dichos moldes competitivos para valorar dicho
primer acido nucleico en mas de aproxmadamente 10° otras muestras, mas de aPrOX|madamente 10® otras
muestras, mas de aproxmadamente 10'° otras muestras, mas de aproximadamente 10" otras muestras o mas de
aproximadamente 10'? otras muestras. El procedimiento puede comprender ademas diluir y coamplificar ademas
dicho primer producto amplificado diluido de dicho primer acido nucleico de referencia y dicho molde competitivo de
dicho primer acido nucleico de referencia, produciendo el segundo producto amplificado del mismo. En una
realizacion, el primer acido nucleico y dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico se coamplifican
ademas en un primer recipiente y dicho primer acido nucleico de referencia y dicho molde competitivo de dicho
primer acido nucleico de referencia se coamplifican ademas en un segundo recipiente. En otra realizacion, la
valoracion comprende obtener una primera relacion, comparando dicha primera relaciéon dicho segundo producto
amplificado de dicho primer acido nucleico con dicho segundo producto amplificado de dicho molde competitivo de
dicho primer acido nucleico; obtener una cuarta relacion, comparando dicha cuarta relacién dicho segundo producto
amplificado de dicho primer acido nucleico de referencia con dicho segundo producto amplificado de dicho molde
competitivo de dicho primer acido nucleico de referencia y comparar dicha primera y cuarta relaciones. En diversas
realizaciones, la relacion comprende el uso de electroforesis capilar de microfluidos, matriz de oligonucleétidos,
espectrometria de masas o cromatografia. En algunas realizaciones, la relacion no implica tomar medidas a tiempo
real ni la generacion de una curva patrén. La relacion puede controlar las fuentes de variacion seleccionadas de
carga de ADNc, eficacia de amplificacion intraacido nucleico, eficacia de amplificacion interacido nucleico, eficacia
de amplificacién interespécimen, eficacia de amplificacion intermuestra y eficacia de amplificacion intramuestra. La
valoracién puede detectar una diferencia de menos de aproximadamente 2 veces, una diferencia de menos de
aproximadamente 1 vez, una diferencia de menos de aproximadamente un 80 %, una diferencia de menos de
aproximadamente un 50 %, una diferencia de menos de aproximadamente un 30 % o una diferencia de menos de
aproximadamente un 20 %. En algunas realizaciones, la relacion proporciona un coeficiente de variacion de menos
de aproximadamente un 25 %, menos de aproximadamente un 20 %, menos de aproximadamente un 15 %, menos
de aproximadamente un 10 % o menos de aproximadamente un 5 % entre dicha primera muestra y una segunda
muestra de dicho primer acido nucleico. En algunas realizaciones, la primera y dicha segunda muestras se
amplifican en momentos diferentes, la primera y dicha segunda muestras se amplifican en laboratorios diferentes o
la primera y dicha segunda muestras se proporcionan de sujetos diferentes. El primer acido nucleico puede
4
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comprender una secuencia referenciada en la Tabla 1 o 2. Los procedimientos descritos en la presente memoria
pueden reducir o eliminar los falsos negativos, preferiblemente los falsos positivos se reducen a un nimero
estadisticamente no significativo. El acido nucleico puede ser una molécula de ARN o una molécula de ADN.

Se describe también en la presente memoria un procedimiento para valorar un primer acido nucleico que comprende
proporcionar una serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie que comprenden un molde competitivo de dicho
primer acido nucleico y un molde competitivo de un segundo acido nucleico presente en una serie de muestras que
comprenden dicho primer acido nucleico, en el que dichos moldes competitivos estan a concentraciones conocidas
uno respecto a otro; combinar una de dichas muestras que comprenden dicho primer acido nucleico con la primera
de dichas mezclas estandarizadas diluidas en serie; coamplificar dicho primer acido nucleico y dicho molde
competitivo de dicho primer acido nucleico, produciendo el producto amplificado del mismo; obtener una primera
relacion, comparando dicha primera relaciéon dicho producto amplificado de dicho primer acido nucleico con dicho
producto amplificado de dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico; determinar si dicha primera relaciéon
esta dentro de aproximadamente 1:10 a aproximadamente 10:1, si no, repetir dichas etapas de combinacién,
coamplificacion, obtencion y determinacion con la segunda de dichas mezclas estandarizadas diluidas en serie;
coamplificar dicho segundo acido nucleico y dicho molde competitivo de dicho segundo acido nucleico, produciendo
el producto amplificado de mismo; obtener una segunda relacion, comparando dicha segunda relacién dicho
producto amplificado de dicho segundo acido nucleico con dicho producto amplificado de dicho molde competitivo de
dicho segundo acido nucleico y comparar dichas primera y segunda relaciones. El procedimiento puede comprender
ademas diluir dicho producto amplificado de dicho primer acido nucleico y dicho molde competitivo de dicho primer
acido nucleico y coamplificar ademas dicho producto amplificado diluido, produciendo un producto amplificado
adicionalmente del mismo. Ademas, el procedimiento puede comprender ademas diluir dicho producto amplificado
de dicho segundo acido nucleico y dicho molde competitivo de dicho segundo acido nucleico y coamplificar ademas
dicho producto amplificado diluido, produciendo producto amplificado adicionalmente del mismo. El nimero de
muestras puede comprender una serie de muestras diluidas en serie de dicho segundo acido nucleico. Se describe
ademas en la presente memoria que una de dichas muestras se selecciona para proporcionar dicho segundo acido
nucleico aproximadamente calibrado con dicho molde competitivo de dicho segundo acido nucleico en dicha primera
de las mezclas estandarizadas diluidas en serie. Se describe ademas en la presente memoria que dicho primer
acido nucleico y dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico se coamplifican en un primer recipiente y
que dicho segundo acido nucleico y dicho molde competitivo de dicho segundo acido nucleico se coamplifican en un
segundo recipiente. El segundo acido nucleico puede servir como primer acido nucleico de referencia, tal como
control de carga. El primer acido nucleico de referencia puede ser de GADP, ACTB o B-actina. El primer acido
nucleico de referencia puede estar presente a dos concentraciones diferentes en dos mezclas estandarizadas
diluidas en serie. La serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie puede comprender ademas suf|C|entes
cantidades de dichos moldes competitivos para valorar dicho primer acido nucleico en mas de aproximadamente 10°
muestras, mas de aproxmadamente 10® muestras, mas de aproximadamente 10" muestras o mas de
aproximadamente 10'"? muestras. La serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie puede comprender ademas
una serie de otro(s) molde(s) competitivo(s) de otro(s) acido(s) nucleico(s), en los que dicho(s) molde(s)
competitivo(s) estan a concentraciones conocidas uno respecto a otro, permitiendo asi la valoracion de dicho(s)
otro(s) acido(s) nucleico(s). Este nimero puede ser de al menos aproximadamente 100 otros moldes competitivos o
de al menos aproximadamente 1.000 otros moldes competitivos. El al menos uno de dichos otros acidos nucleicos
puede servir como segundo acido nucleico de referencia. El segundo acido nucleico de referencia puede
corresponder a al menos un gen seleccionado de GADP, ACTB y B-actina. El procedimiento de valoracién puede
comprender adicionalmente coamplificar dicho segundo acido nucleico de referencia y dicho molde competitivo de
dicho segundo acido nucleico de referencia, produciendo producto amplificado del mismo; obtener una tercera
relacion, comparando dicha tercera relacion dicho producto amplificado de dicho segundo acido nucleico de
referencia con dicho producto amplificado de dicho molde competitivo de dicho segundo acido nucleico de referencia
y comparar dicha primera y dicha tercera relaciones. La serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie puede
comprender ademas cantidades suficientes de dicho numero de otro(s) molde(s) competitivo(s) para valorar dicho(s)
otro(s) acido(s) nucleico(s) en mas de aproximadamente 10° muestras, en mas de aproximadamente 10® muestras o
en mas de aproximadamente 10" muestras. La serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie puede
comprender ademas cantidades suficientes de dicho numero de otro(s) molde(s) competitivo(s) para valorar dicho(s)
otro(s) acido(s) nucleico(s). La serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie puede comprender ademas
cantidades suficientes de dicho numero de otro(s) molde(s) competitivo(s) para valorar dlcho() otros acido(s)
nucleico(s) en mas de aproximadamente 10" muestras o en mas de aproximadamente 10" muestras. El
procedimiento puede efectuarse de tal forma que dicho primer acido nucleico y dicho(s) otro(s) acido(s) nucleico(s)
varien en una cantidad dentro de un intervalo de mas de aproximadamente 2 6érdenes de magnitud. El procedimiento
puede detectar una diferencia de menos de aproximadamente 2 veces dentro de dicho intervalo, una diferencia de
menos de un 50 % dentro de dicho intervalo o una diferencia de menos de un 20 % dentro de dicho intervalo. Se
describe ademas en la presente memoria que dicho primer acido nucleico y dicho(s) otro(s) acido(s) nucleico(s)
varian en una cantidad dentro de un intervalo de aproximadamente 3 o mas 6rdenes de magnitud y que dicha
valoraciéon detecta una diferencia de menos de aproximadamente 2 veces dentro de dicho intervalo, una diferencia
de menos de aproximadamente un 50 % dentro de dicho o intervalo o una diferencia de menos de aproximadamente
un 20 % dentro de dicho intervalo. Se describe ademas en la presente memoria que el primer acido nucleico y
dicho(s) otro(s) acido(s) nucleico(s) varian en cantidad dentro de un intervalo de aproximadamente 4 o mas 6rdenes
de magnitud y que la valoracion detecta una diferencia de menos de aproximadamente 2 veces dentro de dicho
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intervalo, una diferencia de menos de aproximadamente un 50 % dentro de dicho o intervalo o una diferencia de
menos de aproximadamente un 20 % dentro de dicho intervalo. Se describe también en la presente memoria que el
primer acido nucleico y dicho(s) otro(s) acido(s) nucleico(s) varian en cantidad dentro de un intervalo de
aproximadamente 6 o mas ordenes de magnitud y que la valoracién detecta una diferencia de menos de
aproximadamente 2 veces dentro de dicho intervalo, una diferencia de menos de aproximadamente 1 vez dentro de
dicho intervalo, una diferencia de menos de un 80 % dentro de dicho intervalo, una diferencia de menos de un 50 %
dentro de dicho intervalo, una diferencia de menos de un 30 % dentro de dicho intervalo o una diferencia de menos
de un 20 % dentro de dicho intervalo. Se describe ademas en la presente memoria que el primer acido nucleico y
dicho(s) otro(s) acido(s) nucleico(s) varian en cantidad dentro de un intervalo de aproximadamente 7 o mas 6rdenes
de magnitud y que dicho recuento detecta una diferencia de menos de aproximadamente 2 veces dentro de dicho
intervalo, detecta una diferencia de menos de aproximadamente 1 veces dentro de dicho intervalo, una diferencia de
menos de aproximadamente un 80 %, una diferencia de menos de aproximadamente un 50 % o una diferencia de
menos de aproximadamente un 20 %. El intervalo puede ser también de aproximadamente 8, aproximadamente 9,
aproximadamente 10 o aproximadamente 15. En algunos procedimientos, los aproximadamente 7 6rdenes de
magnitud se extienden por un intervalo de aproximadamente 7 unidades logaritmicas de expresion génica y dIChOS
aproximadamente 7 o6rdenes de magnitud pueden incluir aproximadamente 10, aproximadamente 10
aproximadamente 0, 1 aproximadamente 1, aproximadamente 10, aproximadamente 10 aproximadamente 10° y
aproximadamente 10* copias/célula. El primer acido nucleico puede comprender una secuencia referenciada en la
Tabla 1 o 2. El molde competitivo de dicho primer o dicho segundo acido nucleico puede comprender una secuencia
referenciada en la Tabla 4. El molde competitivo de dicho primer acido nucleico puede estar a una serie de
concentraciones respecto a dicho molde competitivo de dicho segundo acido nucleico. La serie de concentraciones
puede proporcionar diluciones en serie de 10 veces de dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico
respecto a dicho molde competitivo de dicho segundo acido nucleico. Al menos dos de dichas series de
concentraciones pueden extenderse por aproximadamente 1 orden de magnitud, al menos dos de dichas series de
concentraciones se extienden por aproximadamente 3 6rdenes de magnitud, o al menos dos de dichas series de
concentraciones se extienden por aproximadamente 6 6rdenes de magnitud. Las serles de concentraciones pueden
incluir al menos dos concentramones selecmonadas de aproxmadamente 10 M, aproximadamente 1072 M,
aproximadamente 10" M, aproximadamente 10™ M, aproximadamente 10" M y aproximadamente 10 6 M. Las
series de concentramones pueden incluir al menos 3 concentraciones selecmonadas de aproximadamente 107"
aproximadamente 1072 M, aproximadamente 10" M, aproximadamente 10™ M, aproximadamente 107° M y
aproximadamente 10" M. Las series de concentramones pueden incluir aI menos 6 concentramones de
aproximadamente 10 M, aproximadamente 10 M, aproximadamente 10" M, aproximadamente 10™ M,
aproximadamente 10" M y aproximadamente 10" M. La primera o dicha segunda relacion pueden obtenerse con
el uso de electroforesis capilar de microfluidos, matriz de oligonucledtidos, espectrometria de masas o
cromatografia. Se describe adicionalmente en la presente memoria que la primera o dicha segunda relacion no
implican tomar medidas a tiempo real ni la generacién de una curva patrén. Las mezclas estandarizadas pueden
controlar las fuentes de variacion seleccionadas de carga de ADNc, eficacia de amplificacion intraacido nucleico,
eficacia de amplificaciéon interacido nucleico, eficacia de amplificacion interespécimen, eficacia de amplificacion
intermuestra y eficacia de amplificacion intramuestra. Las mezclas estandarizadas de dicha serie pueden dar cuenta
menos de aproximadamente 1.000 moléculas de dicho primer acido nucleico en una de dichas muestras, menos de
aproximadamente 100 moléculas de dicho primer acido nucleico en una de dichas muestras, menos de
aproximadamente 10 moléculas de dicho primer acido nucleico en una de dichas muestras o aproximadamente 1
molécula de dicho primer acido nucleico en una de dichas muestras. Las mezclas estandarizadas de dicha serie
pueden proporcionar un coeficiente de variacion de menos de aproximadamente un 25 %, menos de
aproximadamente un 15 % o menos de aproximadamente un 10 % entre dos de dichas muestras que comprenden
dicho primer acido nucleico. El procedimiento puede efectuarse en muestras obtenidas de diferentes sujetos,
diferentes laboratorios o en diferentes momentos. El procedimiento puede reducir o eliminar falsos negativos a un
nuamero no significativo, tal como un numero estadisticamente no significativo. El procedimiento puede estar
informatizado, comprendiendo la informatizacién instruir a un manipulador robético para seleccionar dicha primera de
las mezclas estandarizadas diluidas en serie para combinacion. La informatizacion puede comprender obtener dicha
primera relacion, tal como determinar un area bajo la curva. La informatizacion puede comprender instruir a dicho
manipulador robético para seleccionar dicha segunda de las mezclas estandarizadas diluidas en serie basandose en
dicha primera relacion. El acido nucleico valorado puede ser una molécula de ARN o una molécula de ADN.

Se describe ademas en la presente memoria un procedimiento para preparar una mezcla estandarizada de
reactivos, comprendiendo dicho reactivos suf|C|ente molde competitivo para valorar las cantidades de una serie de
acidos nucleicos en mas de aproximadamente 10° muestras, en el que dichas mezclas estandarizadas permiten la
comparacion directa de dichas cantidades entre 2 de dichas muestras. El nUmero puede ser de 2 acidos nucleicos,
es de al menos aproximadamente 96 acidos nucleicos, al menos aproximadamente 100 acidos nucleicos o al menos
aproximadamente 1.000 acidos nucleicos. El procedimiento puede implicar el uso de reactivos que sean suf|C|entes
para valorar dichas cantidades en mas de aproximadamente 108 muestras, mas de aproximadamente 10" muestras,
mas de aproximadamente 10" muestras o mas de aproximadamente 102 muestras. El procedimiento puede
emplear reactivos que comprenden ademas un cebador de codificacion y/o un cebador inverso para cebar la
amplificacion de dicho molde competitivo de dicho numero de acido(s) nucleico(s). EI molde competitivo, dicho
cebador de codificacion y/o dicho cebador inverso pueden comprender una secuencia referenciada en la Tabla 4. El
cebador de codificacion y/o cebador inverso puede tener sustancialmente la misma temperatura de asociacion que

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2530 057 T3

otro cebador de codificacion y/o cebador inverso en dicha mezcla estandarizada. El cebador de codificacion y/o
cebador inverso puede permitir la deteccion de aproximadamente 600 moléculas o menos de dicho(s) acido(s)
nucleico(s), de aproximadamente 60 moléculas o menos de dicho(s) acido(s) nucleico(s) o de aproximadamente 6
moléculas o menos de dicho(s) acido(s) nucleico(s). Al menos uno de dichos acidos nucleicos puede comprender
una secuencia referenciada en la Tabla 1 o 2. Uno de dicho nimero de acidos nucleicos puede servir como primer
acido nucleico de referencia. El primer acido nucleico de referencia puede ser un control de carga y puede ser de
GADP, ACTB o B-actina. También, otro de dicho numero de acidos nucleicos sirve como segundo acido nucleico de
referencia. El segundo acido nucleico de referencia puede ser un gen seleccionado de GADP, ACTB y B-actina. La
valoracion puede efectuarse con el uso de electroforesis capilar de microfluidos, matriz de oligonucledtidos,
espectrometria de masas o cromatografia. Se describe ademas en la presente memoria que el procedimiento no
implica la toma de medidas a tiempo real ni la generacion de una curva patrén. Las mezclas estandarizadas pueden
controlar las fuentes de variacion tales como carga de ADNc, eficacia de amplificacion intraacido nucleico, eficacia
de amplificacién interacido nucleico, eficacia de amplificaciéon interespécimen, eficacia de amplificacion intermuestra
y eficacia de amplificacion intramuestra. Las mezclas estandarizadas de dicha serie pueden dar cuenta menos de
aproximadamente 1.000 moléculas de dicho primer acido nucleico en una de dichas muestras, de menos de
aproximadamente 100 moléculas de dicho primer acido nucleico en una de dichas muestras, de menos de
aproximadamente 10 moléculas de acido nucleico en una de dichas muestras o de aproximadamente 1 molécula de
acido nucleico en una de dichas muestras. Las mezclas estandarizadas de dicha serie pueden proporcionar un
coeficiente de variacion de menos de aproximadamente un 25 %, menos de aproximadamente un 15 % o menos de
aproximadamente un 10 % entre 2 de dichas muestras que comprenden dicho primer acido nucleico. El
procedimiento puede efectuarse en muestras obtenidas de diferentes sujetos, diferentes laboratorios o en diferentes
momentos. El procedimiento puede reducir o eliminar los falsos negativos a un nimero no significativo, tal como un
numero estadisticamente no significativo. El acido nucleico valorado puede ser una molécula de ARN o una
molécula de ADN.

Se describe adicionalmente en la presente memoria un procedimiento que comprende preparar una serie de
mezclas estandarizadas de reactivos, comprendiendo dicho reactivo suf|C|ente molde competitivo para valorar las
cantidades de un nimero de acidos nucleicos en mas de aproximadamente 10°® muestras, en el que dichas mezclas
estandarizadas permiten la comparacién directa de dichas cantidades entre 2 de dichas muestras. El nUmero puede
ser de 2 acidos nucleicos, es de al menos aproximadamente 96 acidos nucleicos, al menos aproximadamente 100
acidos nucleicos o al menos aproximadamente 1.000 acidos nucleicos. El procedimiento puede implicar el uso de
reactivos que sean suf|C|entes para valorar dichas cantidades en mas de aproximadamente 10® muestras, mas de
aproximadamente 10" muestras, mas de aproximadamente 10" muestras o mas de aproximadamente 10"

muestras. En algunos procedimientos, las cantidades pueden variar dentro de un intervalo de mas de
aproximadamente 2 o6rdenes de magnitud, dentro de un intervalo de aproximadamente 3 o mas 6rdenes de
magnitud, dentro de un intervalo de 4 o mas 6rdenes de magnitud, dentro de un intervalo de aproximadamente 6 o
mas o6rdenes de magnitud o dentro de un intervalo de aproximadamente 7 o mas ordenes de magnitud. La serie
puede permitir la deteccion de una diferencia de menos de aproximadamente 2 veces dentro de dicho intervalo, de
una diferencia de menos de aproximadamente un 50 % dentro de dicho intervalo, de una diferencia de menos de
aproximadamente un 20 % dentro de dicho intervalo. También se engloban en la presente memoria
aproximadamente 8 o mas o6rdenes de magnitud, aproximadamente 9 o mas o6rdenes de magnitud,
aproximadamente 10 o mas o6rdenes de magnitud o aproximadamente 15 o mas o6rdenes de magnitud. Los
aproximadamente 7 6rdenes de magnitud pueden extenderse por un |ntervalo de aproxmadamente 7 unidades
logaritmicas de expresion génica y pueden incluir aproximadamente 10 , aproximadamente 10 , aproximadamente
01 aproximadamente 1, aproximadamente 10, aproximadamente 10?, aproxmadamente 10° y aproximadamente
10* copias/célula. El procedimiento puede emplear reactivos que comprenden ademas un cebador de codificacion
y/o un cebador inverso para cebar la amplificaciéon de dicho molde competitivo de dicho nimero de acido(s)
nucleicos(s). El molde competitivo, dicho cebador de codificacién y/o dicho cebador inverso pueden comprender una
secuencia referenciada en la Tabla 4. El cebador de codificacion y/o dicho cebador inverso pueden tener
sustancialmente la misma temperatura de asociacion que otro cebador de codificacion y/o cebador inverso en dicha
mezcla estandarizada. El cebador de codificacion y/o dicho cebador inverso puede permitir la deteccion de
aproximadamente 600 moléculas o menos de dicho(s) acido(s) nucleico(s), de aproximadamente 60 moléculas o
menos de dicho(s) acido(s) nucleico(s) o de aproximadamente 6 moléculas o0 menos de dicho(s) acido(s) nucleico(s).
Al menos uno de dichos acidos nucleicos puede comprender una secuencia referenciada en la Tabla 1 o 2. Los
moldes competitivos pueden comprender un primer molde competitivo del primero de dichos acidos nucleicos y un
segundo molde competitivo del segundo de dichos acidos nucleicos, en los que dicho primer molde competitivo esta
a una serie de concentraciones respecto a dicho segundo molde competitivo. El segundo acido nucleico puede servir
como primer acido nucleico de referencia, tal como control para carga, y ser de GADP, ACTB, o B-actina. En el
procedimiento, la serie de concentraciones puede proporcionar diluciones en serie de 10 veces de dicho primer
molde competitivo respecto a dicho segundo molde competitivo. Al menos dos de dichas series de concentraciones
se extienden por aproximadamente 1 orden de magnitud, aproximadamente 3 ordenes de magnitud o
aproximadamente 6 ordenes de magnltud Las series de concentramones pueden incluir concentramones
seleccionadas de Proxmadamente 10™ M, aproximadamente 1072 M, aproximadamente 10™ M,
aproximadamente 10™ M, aproximadamente 10" M y aproximadamente 10™"® M. La valoracion puede efectuarse
con el uso de electroforesis capilar de microfluidos, matriz de oligonucledtidos, espectrometria de masas o
cromatografia. Se describe ademas en la presente memoria que el procedimiento no implica la toma de medidas a
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tiempo real ni la generacion de una curva patron. Las mezclas estandarizadas pueden controlar las fuentes de
variacion tales como carga de ADNc, eficacia de amplificacion intraacido nucleico, eficacia de amplificacion
interacido nucleico, eficacia de amplificacion interespécimen, eficacia de amplificacion intermuestra y eficacia de
amplificaciéon intramuestra. Las mezclas estandarizadas de dicha serie pueden dar cuenta de menos de
aproximadamente 1.000 moléculas de dicho primer acido nucleico en una de dichas muestras, de menos de
aproximadamente 100 moléculas de dicho primer acido nucleico en una de dichas muestras, de menos de
aproximadamente 10 moléculas de acido nucleico en una de dichas muestras o de aproximadamente 1 molécula de
acido nucleico de dicho primer acido nucleico en una de dichas muestras. Las mezclas estandarizadas de dicha
serie pueden proporcionar un coeficiente de variacion de menos de aproximadamente un 25 %, menos de
aproximadamente un 15 % o menos de aproximadamente un 10 % entre 2 de dichas muestras que comprenden
dicho primer acido nucleico. El procedimiento puede efectuarse en muestras obtenidas de diferentes sujetos,
diferentes laboratorios o en diferentes momentos. El procedimiento puede reducir o eliminar los falsos negativos a
un numero no significativo, tal como un nimero estadisticamente no significativo. El acido nucleico puede ser una
molécula de ARN o una molécula de ADN.

Se describen también en la presente memoria composiciones para uso en los procedimientos descritos en la
presente memoria. Se describe por tanto una composicién que comprende una mezcla estandarizada de reactivos,
comprendiendo dichos reactivos suficiente molde competitivo para valorar cantidades de un nimero de acidos
nucleicos en mas de aproximadamente 10° muestras, en la que dicha mezcla estandarizada permite la comparacién
directa de dichas cantidades entre 2 de dichas muestras. Se describe también una composicién que comprende una
serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie de reactivos, comprendiendo dichos reactivos suficiente molde
competitivo para valorar las cantidades de un nimero de acidos nucleicos en mas de aproximadamente 10°
muestras, en la que dichas mezclas estandarizadas permiten la comparacién directa de dichas cantidades entre 2 de
dichas muestras.

Otro aspecto descrito en la presente memoria es una base de datos que comprende valores numéricos
correspondientes a las cantidades de un primer acido nucleico en un nimero de muestras, en el que dichos valores
numéricos son directamente comparables entre aproximadamente 5 de dichas muestras. En la base de datos, el
numero puede ser de al menos aproximadamente 10 muestras, al menos aproximadamente 100 muestras, al menos
aproximadamente 1.000 muestras, al menos aproximadamente 5.000 muestras o al menos aproximadamente
10.000 muestras. Las muestras pueden obtenerse de diferentes sujetos, de diferentes especies, de diferentes
laboratorios o en diferentes momentos. En la base de datos, las cantidades pueden mostrar un coeficiente de
variacion de menos de aproximadamente un 25 %, menos de aproximadamente un 20 %, menos de
aproximadamente un 15 %, menos de aproximadamente un 10 % o menos de aproximadamente un 5 % entre
dichas 2 muestras. La base de datos puede comprender ademas valores numéricos correspondientes a las
cantidades de un numero de otro(s) acido(s) nucleico(s) en dicho nimero de muestras. El nimero puede ser de al
menos aproximadamente 100 otros acidos nucleicos, al menos aproximadamente 1.000 otros acidos nucleicos o al
menos aproximadamente 10.000 otros acidos nucleicos. Las cantidades pueden obtenerse usando electroforesis
capilar de microfluidos, matriz de oligonucledtidos, espectrometria de masas o cromatografia. Se describe ademas
que las cantidades no se obtienen usando medidas a tiempo real ni por la generaciéon de una curva patréon. Los
valores numéricos pueden corregirse para fuentes de variacion tales como carga de ADNc, eficacia de la
amplificaciéon intraacido nucleico, eficacia de la amplificacion interacido nucleico, eficacia de la amplificacion
interespécimen, eficacia de la amplificacion intermuestra y eficacia de la amplificacion intramuestra. Los valores
numeéricos corresponden tipicamente a nimeros de moléculas de dicho primer acido nucleico en dicho nimero de
muestras. En la base de datos, al menos uno de dichos valores numéricos puede corresponder a menos de
aproximadamente 1.000 moléculas, menos de aproximadamente 100 moléculas, menos de aproximadamente 10
moléculas o aproximadamente 1 molécula de dicho primer acido nucleico en al menos una de dichas muestras. Los
valores numéricos pueden corresponder a una diferencia de menos de aproximadamente 2 veces o una diferencia
de menos de aproximadamente 1 vez en dicho primer acido nucleico entre 2 de dichas muestras. Los valores
numéricos pueden corresponder a una diferencia de menos de aproximadamente un 80 %, una diferencia de menos
de aproximadamente un 50 %, una diferencia de menos de aproximadamente un 30 % o una diferencia de menos de
aproximadamente un 20 % en dicho primer acido nucleico entre 2 de dichas muestras. Los valores numéricos
pueden variar dentro de un intervalo de mas de aproximadamente 2 6rdenes de magnitud, dentro de un intervalo de
aproximadamente 4 o mas 6rdenes de magnitud, dentro de un intervalo de aproximadamente 6 o mas 6rdenes de
magnitud o dentro de un intervalo de aproximadamente 7 o mas 6rdenes de magnitud. Los aproximadamente 7
ordenes de magnitud pueden extenderse por un intervalo de aproximadamente 7 unidades logaritmicas de expresion
génica a magnitudes que incluyen aproximadamente 10'3, aproximadamente 10'2, aproximadamente 0,1,
aproximadamente 1, aproximadamente 10, aproximadamente 10?, aproximadamente 10° y aproximadamente 10*
copias/célula. Los valores numéricos tipicamente no comprenden un nimero estadisticamente significativo de falsos
positivos. Los valores numéricos pueden usarse en al menos una etapa del desarrollo de farmacos seleccionada de
cribado de farmaco diana, identificacion del compuesto principal, validacion preclinica, ensayo clinico y tratamiento
de pacientes. La validacion preclinica puede ser un bioensayo y/o un estudio animal. Se describe ademas en la
presente memoria que la comparacioén directa en la base de datos no usa recursos bioinformaticos. El acido nucleico
comprende una molécula de ARN o una molécula de ADN. La base de datos puede indicar el nivel de expresion
génica correspondiente a un estado biolégico, tal como un estado normal o estado patoldgico.
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Se describe también en la presente memoria que la base de datos comprende indices numéricos, estando obtenidos
dichos indices numéricos mediante computo matematico de 2 valores numéricos, siendo dichos 2 valores numéricos
correspondientes a cantidades de 2 acidos nucleicos en un nimero de muestras, en la que dichos indices numéricos
son directamente comparables entre 5 de dichas muestras. Los indices numéricos pueden indicar un estado
bioldgico. Se describe ademas en la presente memoria que al menos un indice numérico es un indice numérico
equilibrado. El indice numérico puede calcularse dividiendo un numerador entre un denominador, correspondiendo
dicho numerador a dicha cantidad de uno de dichos 2 acidos nucleicos y correspondiendo dicho denominador a
dicha cantidad del otro de dichos 2 acidos nucleicos. EI numerador puede corresponder a un gen asociado
positivamente a dicho estado bioldgico y dicho denominador corresponde a un gen asociado negativamente a dicho
estado bioldgico. En la base de datos, dicho estado bioldgico puede ser un estado patolégico, una predisposicion a
un estado patoldgico, una respuesta a farmaco terapéutico, una predisposicion a respuesta a farmaco terapéutico,
una respuesta adversa a farmaco, una predisposicion a una respuesta adversa a farmaco, una toxicidad de farmaco
0 una predisposicion a toxicidad de farmaco.

Se describe también en la presente memoria un procedimiento para obtener un indice numérico que indica un
estado bioldgico, que comprende proporcionar 2 muestras correspondientes a cada uno de un primer estado
biolégico y un segundo estado bioldgico; valorar una cantidad de cada uno de 2 acidos nucleicos en cada una de
dichas 2 muestras, en el que dicha valoraciéon puede dar cuenta menos de aproximadamente 1.000 moléculas de
cada uno de dichos 2 acidos nucleicos; proporcionar dichas cantidades como valores numéricos, en los que dichos
valores numéricos son directamente comparables entre un nimero de muestras; computar matematicamente dichos
valores numéricos correspondientes a cada uno de dichos primer y dicho segundo estados biolégicos y determinar
un computo matematico que discrimine dichos primer y dicho segundo estados bioldgicos, obteniendo asi dicho
indice numérico. El procedimiento de determinacién de dicho cémputo matematico puede implicar el uso de
software. Los 2 acidos nucleicos pueden estar asociados con dicho primer estado bioldgico y no con dicho segundo
estado bioldgico. Los 2 acidos nucleicos pueden estar asociados positivamente con dicho primer estado biolégico y
el otro de dichos 2 acidos nucleicos esta asociado negativamente con dicho primer estado bioldgico. ElI computo
matematico puede comprender dividir un numerador entre un denominador, correspondiendo dicho numerador a
dicho acido nucleico asociado positivamente con dicho primer estado bioldgico y correspondiendo dicho
denominador a dicho acido nucleico asociado negativamente con dicho primer estado biolégico. El primer estado
biolégico puede ser un estado patologico y dicho segundo estado bioldgico es un estado no patolégico. Puede ser
una afeccion relacionada con la angiogénesis, una afeccion relacionada con antioxidantes, una afeccion relacionada
con la apoptosis, una afeccién relacionada con el sistema cardiovascular, una afeccién relacionada con el ciclo
celular, una afeccion relacionada con la estructura celular, una afeccién relacionada con citocinas, una afeccion
relacionada con la respuesta de defensa, una afeccién relacionada con el desarrollo, una afeccién relacionada con la
diabetes, una afeccion relacionada con la diferenciacion, una afeccion relacionada con la replicacion y/o reparacion
de ADN, una afeccioén relacionada con células endoteliales, una afeccion relacionada con el receptor de folato, una
afeccion relacionada con receptores hormonales, una afeccién relacionada con la inflamacién, una afeccion
relacionada con el metabolismo intermedio, una afeccién relacionada con el transporte de membrana, una afeccién
relacionada con el metabolismo oxidativo, una afeccion relacionada con la neurotransmisién, una afeccion
relacionada con el cancer, una afeccion relacionada con la maduracion de proteinas, una afeccién relacionada con
la transducciéon de sefial, una afeccién relacionada con la respuesta al estrés, una afeccién relacionada con la
estructura de tejido, una afeccion relacionada con los factores de transcripcion, una afeccion relacionada con el
transporte o una afeccidén relacionada con el metabolismo xenobidtico. Se describe adicionalmente que la
comparacion directa no usa recursos bioinformaticos.

Se describe ademas en la presente memoria un procedimiento que comprende estado y no con un segundo estado
bioldgico; proporcionar 2 muestras correspondientes a cada uno de dicho primer estado biolégico y dicho segundo
estado bioldgico; valorar una cantidad de cada uno de dichos 2 acidos nucleicos en dichas 2 muestras, en el que
dicha valoracién puede dar cuenta menos de aproximadamente 1.000 moléculas de cada uno de dichos 2 acidos
nucleicos y computar matematicamente dichas cantidades correspondientes a cada uno de dichos primer y segundo
estados bioldgicos para determinar un indice numérico, discriminando dicho indice numérico dichos primer y
segundo estados biolégicos.

Se describe también en la presente memoria un procedimiento de identificacion de un estado bioldgico que
comprende valorar una cantidad de cada uno de los 2 acidos nucleicos en una primera muestra, en el que dicha
valoracién puede dar cuenta de menos de aproximadamente 1.000 moléculas de cada uno de dichos 2 acidos
nucleicos en dicha primera muestra; proporcionar dichas cantidades como valores numéricos, en los que dichos
valores numeéricos son directamente comparables entre un ndmero de muestras, y usar dichos valores numéricos
para proporcionar un indice numérico, indicando dicho indice numérico dicho estado bioldgico.

Se describe también en la presente memoria un procedimiento de identificacion de un estado bioldgico que
comprende valorar una cantidad de un acido nucleico en una primera muestra, en el que dicha valoracién puede dar
cuenta de menos de aproximadamente 1.000 moléculas de dicho acido nucleico en dicha primera muestra, y
proporcionar dicha cantidad como un valor numérico en el que dicho valor numérico es directamente comparable
entre un nimero de otras muestras.

Se describen ademas en la presente memoria procedimientos comerciales. Se describe por tanto un procedimiento
9
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comercial que comprende recoger un primer espécimen que comprende un primer acido nucleico; medir una
cantidad de dicho primer acido nucleico en una primera muestra de dicho primer espécimen, en el que dicha medida
puede dar cuenta de menos de aproximadamente 1.000 moléculas de dicho primer acido nucleico en dicha primera
muestra, y proporcionar dicha cantidad como un valor numérico en el que dicho valor numérico permite la
comparacion directa con una cantidad de dicho primer acido nucleico en una segunda muestra. La primera y
segunda muestras pueden medirse en momentos diferentes o en laboratorios diferentes. La segunda muestra puede
obtenerse de dicho primer espécimen o de un segundo espécimen. El primer y segundo especimenes pueden
recogerse de diferentes sujetos o de diferentes especies. La etapa de medida puede efectuarse al menos
aproximadamente 100 veces al dia, al menos aproximadamente 1.000 veces al dia o al menos aproximadamente
4.000 veces al dia. El primer espécimen puede comprender al menos aproximadamente 1.0000 células. El primer
espécimen puede comprender un espécimen humano, que puede recogerse sin informacion identificativa. La
informacion de recogida puede comprender la acreditacion de cumplir el protocolo de investigacion. La informacion
de identificacion puede recogerse en un momento posterior a dicha recogida de dicho primer espécimen. La
informacion puede recogerse a través de un sitio web. El procedimiento puede comprender ademas identificar
cudles de dichos acidos nucleicos seleccionados se someten a electroforesis conjuntamente. Las cantidades de
dichos acidos nucleicos identificados pueden someterse a electroforesis simultaneamente. El valor numérico puede
proporcionarse por correo electronico. La valoracion puede comprender proporcionar una mezcla estandarizada que
comprende un molde competitivo de dicho primer acido nucleico y un molde competitivo de un segundo acido
nucleico en dicho primer espécimen, en la que dichos moldes competitivos estan a concentraciones conocidas uno
respecto a otro; combinar dicha mezcla estandarizada con una primera muestra de dicho espécimen; coamplificar
dicho primer acido nucleico y dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico, produciendo un primer
producto amplificado del mismo; diluir dicho primer producto amplificado; coamplificar ademas dicho primer producto
amplificado diluido de dicho primer acido nucleico y de dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico,
produciendo un segundo producto amplificado del mismo y coamplificar dicho segundo acido nucleico y dicho molde
competitivo de dicho segundo acido nucleico, produciendo un primer producto amplificado del mismo. El primer acido
nucleico y dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico pueden coamplificarse en un primer recipiente y
dicho segundo acido nucleico y dicho molde competitivo de dicho segundo acido nucleico se coamplifican en un
segundo recipiente. El procedimiento puede comprender ademas obtener una primera relacion, comparando dicha
primera relacién dicho segundo producto amplificado de dicho primer acido nucleico y dicho segundo producto
amplificado de dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico; obtener una segunda relacién, comparando
dicha segunda relacién dicho primer producto amplificado de dicho segundo acido nucleico y dicho primer producto
amplificado de dicho molde competitivo de dicho segundo acido nucleico, y comparar dichas primera y segunda
relaciones. El segundo acido nucleico puede servir como acido nucleico de referencia. La mezcla estandarizada
puede comprender adicionalmente cantidades suficientes de dichos moldes competitivos para valorar dicho primer
acido nucleico en mas de aproximadamente 10° muestras.

Se describen también en la presente memoria procedimientos comerciales para el desarrollo de farmacos. Se
describe por tanto un procedimiento comercial de mejora del desarrollo de farmacos, que comprende recoger un
primer espécimen que comprende un acido nucleico de una primera entidad biolégica con administracion de un
farmaco candidato en la primera etapa del desarrollo de farmacos; recoger un segundo espécimen que comprende
dicho acido nucleico de una segunda entidad bioldgica en una segunda etapa del desarrollo de farmacos; valorar la
cantidad de dicho acido nucleico en cada uno de dichos primer y segundo especimenes; comparar directamente
dichas cantidades y alterar una etapa de dicho desarrollo de farmacos basandose en dicha comparacion. Se
describe ademas un procedimiento comercial de mejora del desarrollo de farmacos, que comprende proporcionar
una base de datos que comprende valores numéricos correspondientes a las cantidades del primer acido nucleico
en un numero de muestras, en el que dichos valores numéricos son directamente comparables entre 5 de dichas
muestras; recoger un primer espécimen que comprende dicho primer acido nucleico de una entidad bioldgica con
administraciéon de un farmaco candidato en una etapa del desarrollo de farmacos; valorar la cantidad de dicho primer
acido nucleico en una primera muestra de dicho primer espécimen; comparar directamente dicha cantidad con al
menos uno de dichos valores numéricos de dicha base de datos y alterar una etapa de dicho desarrollo de farmacos
basandose en dicha comparacién. La primera o dicha segunda entidad biolégica es tipicamente al menos una
entidad seleccionada de un virus, una célula, un tejido, un cultivo in vitro, una planta, un animal y un sujeto que
participa en un ensayo clinico. La primera o dicha segunda etapa del desarrollo de farmacos puede ser cribado de
farmaco diana, identificacion del compuesto principal, validacion preclinica, ensayo clinico y/o tratamiento de
pacientes. La validacion preclinica puede ser un bioensayo y/o un estudio animal. La alteracién puede comprender
una estratificacion de un ensayo clinico. La estratificacion puede implicar identificar sujetos que tienen efectos
secundarios reducidos. La alteracion puede reducir el tiempo para dicho desarrollo de farmacos.

Se describe ademas también un procedimiento comercial de mejora del desarrollo de farmacos, que comprende
proporcionar una base de datos que comprende indices numéricos, estando obtenidos dichos indices numéricos
mediante computo matematico de 2 valores numéricos correspondientes a las cantidades de 2 acidos nucleicos en
un numero de muestras, en el que dichos indices numéricos son directamente comparables entre 5 de dichas
muestras; recoger un primer espécimen que comprende dichos 2 acidos nucleicos de una entidad biolégica con
administracion de un farmaco candidato en una etapa del desarrollo de farmacos; valorar la cantidad de cada uno de
dichos 2 acidos nucleicos en una primera muestra de dicho primer espécimen; usar dichas 2 cantidades para
computar matematicamente un primer indice numérico; comparar directamente dicho primer indice numérico con al

10



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2530 057 T3

menos uno de dichos indices numeéricos en dicha base de datos y alterar una etapa de dicho desarrollo de farmacos
basandose en dicha comparacion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Los rasgos novedosos de la invencion se exponen particularmente en las reivindicaciones adjuntas. Se obtendra una
mejor comprension de los objetos, rasgos y ventajas de la presente invencion mediante referencia a la siguiente
descripcion detallada, que expone realizaciones ilustrativas en que se utilizan los principios de la invencion y los
dibujos adjuntos, los cuales:

La Figura 1 ilustra una tabla que muestra valores numéricos para un numero de acidos nucleicos correspondientes a
las medidas de expresion para algunos candidatos a genes quimiorresistentes a carboplatino en carcinoma
pulmonar no microcitico (NSCLC) primario.

La Figura 2 ilustra una tabla que muestra los valores numéricos para un numero de acidos nucleicos
correspondientes a las medidas de expresion de una serie de genes en células epiteliales de vias aéreas de donante
de pulmén.

La Figura 3 ilustra un proceso global “en dos etapas” para evaluar acidos nucleicos en algunas realizaciones.

La Figura 4 ilustra una tabla que proporciona valores numéricos para un numero de acidos nucleicos
correspondientes a las medidas de expresién de un numero de genes derivados de ARN de referencia humano de
Stratagene, medidos usando realizaciones de enfoques tanto en dos etapas como no en dos etapas. Se
proporcionan también las correspondientes secuencias usadas como cebador de codificacion (F), cebador inverso
(R) y molde competitivo (CT) para cada uno de los genes (SEC ID N° 1-282).

La Figura 5 ilustra la relacion entre la cantidad de acido nucleico usada en una reaccién PCR y el nimero de copias
de transcritos de ARNm/célula que puede medirse para un nimero dado de células/reaccién PCR.

La Figura 6 ilustra una mezcla estandarizada usada en algunas realizaciones de la presente invencion.

La Figura 7 ilustra el recalculo de los valores numéricos basados en un primer acido nucleico de referencia (3-actina)
a valores numéricos basados en un segundo acido nucleico de referencia (ciclofilina).

La Figura 8 ilustra el uso de una serie de mezclas estandarizadas segun algunas realizaciones de la presente
invencion.

La Figura 9 ilustra el uso de un acido nucleico que sirve como referencia para equilibrar una muestra con una mezcla
estandarizada de una serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie.

La Figura 10 ilustra la dilucion de ADNc que proporciona un acido nucleico de referencia (B-actina) en equilibrio con
600.000 moléculas del acido nucleico de referencia de un molde competitivo en una mezcla estandarizada.

La Figura 11 ilustra una serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie A-F que comprenden una serie de
concentraciones de moldes competitivos de acidos nucleicos diana (6.000.000, 600.000, 60.000, 6.000, 600 y 60
moléculas/pl, respectivamente) respecto a una concentracion dada de molde competitivo de B-actina (600.000
moléculas/pl).

La Figura 12 ilustra el uso de la mezcla E inicialmente, basandose en los niveles de expresion de la mayoria de
genes.

La Figura 13 ilustra una situacion en la que la mezcla inicial usada no proporciona un molde competitivo del acido
nucleico diana (c-myc) suficientemente en equilibrio con la cantidad de acido nucleico diana a la dilucion de ADNc
usada.

La Figura 14 ilustra la seleccion de una mezcla posterior, la mezcla C, basandose en los resultados obtenidos
usando la primera mezcla.

La Figura 15 ilustra la situacion en que la mezcla posterior seleccionada, la mezcla C, proporciona un molde
competitivo del acido nucleico diana (c-myc) suficientemente en equilibrio con la cantidad de acido nucleico diana a
la dilucion de ADNc usada.

La Figura 16 ilustra el calculo del “cociente de cocientes” basado en los datos obtenidos usando una mezcla
apropiada.

La Figura 17 ilustra una serie de electroferogramas de diversos genes.

La Figura 18 ilustra un sistema global para la valoracién de acidos nucleicos, una o mas etapas del cual pueden
informatizarse en diversas realizaciones.
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La Figura 19 ilustra la relacion no lineal entre la cantidad de producto amplificado de glutation peroxidasa GSH-Px
(cuadrados blancos) o de gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa GAPDH (cuadrados negros) y la cantidad total de
partida de ARN para cantidades crecientes de ARN, por ejemplo, mas alla de la fase exponencial de amplificacion.
Las lineas rectas representan las cantidades tedricas de producto de PCR (GSH-Px o GAPDH) que se obtendrian si
la amplificacién permaneciera exponencial a lo largo del proceso de amplificacion.

La Figura 20 ilustra la relacién lineal entre el cociente de (producto amplificado de acido nucleico/producto
coamplificado de su molde competitivo) y la cantidad total de partida de ARN para el primer y segundo acidos
nucleicos correspondientes a GSH-Px (cuadrados blancos) y GAPDH (cuadrados negros), respectivamente.

La Figura 21 ilustra que la relacién de (producto amplificado del primer acido nucleico/producto coamplificado de su
molde competitivo)/(producto amplificado del segundo acido nucleico/producto coamplificado de su molde
competitivo) a la cantidad total de partida de ARN permanece constante, o sustancialmente constante, para dos
acidos nucleicos diferentes cuando se amplifican de acuerdo con diversas realizaciones de la presente invencion.

La Figura 22 tabula el numero de fuentes de variacion y los procedimientos de control.

La Figura 23 ilustra el control de una o mas fuentes de error en algunas realizaciones en comparacion con RT-PCR
a tiempo real en dos especimenes diferentes en cuatro experimentos diferentes.

La Figura 24 ilustra el desarrollo y uso de una base de datos de valores numéricos de algunas realizaciones
descritas en la presente memoria.

La Figura 25 ilustra el uso de indices numéricos en la identificacion de un estado bioldgico.

La Figura 26 ilustra el proceso global respecto al uso de cribados de micromatrices con realizaciones de la presente
invencion.

La Figura 27 ilustra el proceso global de algunas realizaciones de un procedimiento comercial para evaluar acidos
nucleicos.

La Figura 28 ilustra el proceso global de algunas realizaciones de un procedimiento comercial para mejorar el
desarrollo de farmacos.

La Figura 29 ilustra experimentos que comparan un enfoque no en dos pasos con uno en dos pasos segun algunas
realizaciones de la presente invencion.

La Figura 30 ilustra los resultados de experimentos que comparan un enfoque no en dos etapas con uno en dos
etapas segun algunas realizaciones de la presente invencion.

La Figura 31 es una grafica que muestra la correlacion de los valores de expresion génica obtenidos por enfoques
de 96 genes en dos etapas o no en dos etapas.

La Figura 32 ilustra un procedimiento para disefiar moldes competitivos para uso en algunas realizaciones de la
presente invencion.

La Figura 33 ilustra el calculo de la expresidon génica basandose en valores densitométricos para el producto
separado electroforéticamente de NT y CT de GST.

La Figura 34 ilustra fotografias negativas de los geles analizados por densitometria.
La Figura 35 ilustra un calculo basado en los valores de densitometria.

La Figura 36 ilustra que se observé un aumento similar en la expresion del gen CYP1A1 tanto en analisis Northern
como en algunas realizaciones de los procedimientos dados a conocer en la presente memoria.

La Figura 37 ilustra los resultados de experimentos que comparan algunas realizaciones de la presente invencion
con analisis de micromatrices de oligonucleodtidos.

La Figura 38 ilustra el mayor intervalo dinamico lineal obtenido usando algunas realizaciones en dos etapas frente al
analisis de micromatrices.

Cada una de estas figuras proporciona solo ilustracion, y no pretende en modo alguno ser limitante con respecto a la
presente invencion. Por ejemplo, los especialistas en la materia apreciaran facilmente las variaciones y
modificaciones de los esquemas ilustrados basandose en las ensefianzas proporcionadas en la presente memoria.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion esta dirigida a procedimientos para evaluar acidos nucleicos como se caracterizan en las
reivindicaciones adjuntas. Algunos aspectos de la presente invencion se refieren a mejoras frente a Willey y Willey et
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al. patentes de EE.UU. n°® 5.043.390, 5.639.606 y 5.876.978.
. Procedimientos para valorar un acido nucleico

Un aspecto de la presente invencion se refiere a procedimientos para valorar las cantidades de un acido nucleico en
una muestra. En algunas realizaciones, la invencion permite la medida de pequefias cantidades de acido nucleico,
por ejemplo, cuando el acido nucleico se expresa en bajas cantidades en un espécimen, cuando permanecen
intactas pequefas cantidades del acido nucleico y/o cuando se proporcionan pequefias cantidades de un
espécimen. Por ejemplo, en algunas realizaciones la practica de la invencion valora la expresion génica en muestras
pequefas de especimenes bioldgicos.

“Espécimen”, como se usa en la presente memoria, puede hacer referencia al material recogido para analisis, por
ejemplo, un frotis de cultivo, un pellizco de tejido, una extraccion de biopsia, un vial de fluido corporal, por ejemplo,
saliva, sangre y/u orina, etc., que se toma para investigacion, diagnéstico u otros fines de cualquier entidad
biolégica. “Entidad bioldgica”, como se usa en la presente memoria, puede hacer referencia a cualquier entidad
capaz de albergar un acido nucleico incluyendo cualquier especie, por ejemplo un virus, una célula, un tejido, un
cultivo in vitro, una planta, un animal y/o un sujeto que participa en un ensayo clinico. “Muestra”, como se usa en la
presente memoria, hace referencia a material de espécimen usado para un ensayo, reaccion, tanda, prueba y/o
experimento dado. Por ejemplo, una muestra puede comprender una alicuota del material de espécimen recogido,
hasta e incluyendo todo el espécimen. Como se usan en la presente memoria, los términos ensayo, reaccion, tanda,
prueba y/o experimento pueden usarse intercambiablemente. Algunas realizaciones de la presente invencion
pueden practicarse usando pequefias cantidades de partida de acido nucleico que dan cantidades cuantificables.

En algunas realizaciones, el espécimen recogido puede comprender menos de aproximadamente 100.000 células,
menos de aproximadamente 10.000 células, menos de aproximadamente 5.000 células, menos de
aproximadamente 1.000 células, menos de aproximadamente 500 células, menos de aproximadamente 100 células,
menos de aproximadamente 50 células o menos de aproximadamente 10 células. En algunas realizaciones, los
procedimientos de la presente invencién son capaces de valorar la cantidad de acido nucleico presente en una
muestra que comprende menos de aproximadamente 100.000 células. Por ejemplo, una muestra de biopsia puede
comprender menos de aproximadamente 100.000 células. En algunas realizaciones, el procedimiento es capaz de
valorar la cantidad de acido nucleico en menos de aproximadamente 10.000 células, menos de aproximadamente
5.000 células, menos de aproximadamente 1.000 células, menos de aproximadamente 500 células, menos de
aproximadamente 100 células, menos de aproximadamente 50 células o menos de aproximadamente 10 células.
Espécimen bioldgico pequefio puede hacer referencia también a las cantidades recogidas tipicamente en biopsias,
por ejemplo, biopsias endoscopicas (usando cepillo y/ pinzas), biopsias de aspiracion con aguja (incluyendo biopsias
de aspiracion con aguja fina), asi como cantidades proporcionadas en poblaciones celulares clasificadas (por
ejemplo, poblaciones celulares clasificadas por flujo) y/o materiales microdiseccionados (por ejemplo, tejidos
microdiseccionados capturados con laser). Por ejemplo, la biopsias por sospecha de lesiones cancerosas en
pulmén, mama, prostata, tiroides y pancreas se realizan normalmente por biopsia de aspiracién con aguja fina
(FNA), la médula 6sea se obtiene también por biopsia, y los tejidos de cerebro, embrién en desarrollo y modelos
animales pueden obtenerse mediante muestras microdiseccionadas capturadas con laser.

En algunas realizaciones, valoracion, evaluacién y/o medida de un acido nucleico pueden hacer referencia a
proporcionar una medida de la cantidad de acido nucleico en un espécimen y/o muestra, por ejemplo, para
determinar el nivel de expresion de un gen. En algunas realizaciones, proporcionar una medida de una cantidad
hace referencia a detectar la presencia o ausencia del acido nucleico de interés. En algunas realizaciones,
proporcionar una medida de una cantidad puede hacer referencia a cuantificar la cantidad de acido nucleico, por
ejemplo, proporcionando una medida de la concentracion o grado de la cantidad de acido nucleico presente. En
algunas realizaciones, proporcionar una medida de la cantidad de acido nucleico hace referencia a dar cuenta de la
cantidad de acido nucleico, por ejemplo, indicando el nimero de moléculas de acido nucleico presentes en una
muestra. Puede hacerse referencia al acido nucleico de interés como acido nucleico diana, y puede hacerse
referencia al gen de interés, por ejemplo el gen que se esta evaluando, como gen diana.

En algunas realizaciones, los procedimientos de la presente invencién son capaces de dar cuenta de menos de
aproximadamente 1.000 moléculas de acido nucleico en una muestra, por ejemplo, de aproximadamente 800,
aproximadamente 600 o aproximadamente 400 moléculas de acido nucleico. En algunas realizaciones, se puede dar
cuenta en una muestra de menos de aproximadamente 100 moléculas, por ejemplo aproximadamente 60 moléculas,
preferiblemente menos de aproximadamente 10 moléculas, por ejemplo aproximadamente 6 moléculas, o mas
preferiblemente menos de aproximadamente 1 molécula de un acido nucleico. Por ejemplo, en realizaciones
preferidas una sola molécula de molde de acido nucleico puede dar lugar a un producto amplificado detectable. En
algunas realizaciones, los procedimientos de la presente invencion pueden medir menos de aproximadamente
10.000.000, menos de aproximadamente 5.000.000, menos de aproximadamente 1.000.000, menos de
aproximadamente 500.000, menos de aproximadamente 100.000, menos de aproximadamente 50.000, menos de
aproximadamente 10.000, menos de aproximadamente 8.000, menos de aproximadamente 6.000, menos de
aproximadamente 5.000 o menos de aproximadamente 4.000 moléculas de acido nucleico en una muestra. Puede
hacerse referencia también al nimero de moléculas de un acido nucleico como el nimero de copias del acido
nucleico encontradas en una muestra y/o espécimen.
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La practica de algunas realizaciones de la presente invencidon permite medir transcritos escasos con significancia
estadistica. Por ejemplo, en algunas realizaciones, puede determinarse el nimero de copias de un acido nucleico
correspondiente a un transcrito génico, por ejemplo, el nUmero de copias/célula, cuando el gen se expresa con bajo
numero de copias. Dar cuenta de menos de aproximadamente 1.000 moléculas puede permitir la medida de menos
de aproximadamente 10 copias/célula de al menos 100 transcritos génicos diferentes en un espécimen bioldgico
pequefio, por ejemplo, a partir de la cantidad de material usada tipicamente para obtener una medida génica, por
ejemplo, para medir las pocas copias de acido nucleico correspondientes a un gen. En algunas realizaciones, los
procedimientos de la presente invencion son capaces de medir y/o dar cuenta de menos de aproximadamente 10
copias/célula de al menos 100 transcritos génicos diferentes en un espécimen biolégico pequefio a partir de la
cantidad de material usada tipicamente para obtener una medida génica. En algunas realizaciones, dar cuenta de
menos de aproximadamente 10.000 moléculas puede permitir la medida de menos de aproximadamente 10
copias/célula de al menos 100 transcritos génicos diferentes en un espécimen biolégico pequefio, por ejemplo, a
partir de la cantidad de material usada tipicamente para obtener una medida génica, por ejemplo, para medir las
pocas copias de un acido nucleico correspondientes a un gen.

En aun otras realizaciones, pueden obtenerse mas medidas a partir de un espécimen y/o muestra dado, por
ejemplo, del tamafio usado tipicamente para medir las pocas copias de un acido nucleico correspondientes a un
gen. Por ejemplo, la practica de algunas realizaciones de la invencion dadas a conocer en la presente memoria
puede medir y/o dar cuenta de menos de aproximadamente 100, menos de aproximadamente 50, menos de
aproximadamente 20, menos de aproximadamente 10, menos de aproximadamente 8 o menos de aproximadamente
5 copias/célula de al menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 80, al
menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente 120, al menos aproximadamente 150 o al menos
aproximadamente 200 acidos nucleicos diferentes en una muestra, por ejemplo, correspondientes a diferentes
transcritos génicos.

El material expresado puede ser enddgeno para la entidad bioldgica, por ejemplo, transcritos de un gen expresado
naturalmente en un tipo celular dado, o el material expresado para medir puede ser de naturaleza exégena. Por
ejemplo, en algunas realizaciones pueden usarse los procedimientos de la presente invencién para cuantificar los
genes transfectados después de terapia génica y/o un gen informador en ensayos de transfeccion transitoria, por
ejemplo, para determinar la eficacia de transfeccion (Morales, M. J., y Gottlieb, D. I., “A polymerase chain reaction-
based method for detection and quantification of reporter gene expression in transient transfection assays”, Analytical
Biochemistry, 210, 188-194 (1993)).

Como se usa en la presente memoria, “acido nucleico” puede hacer referencia a una forma polimérica de
nucledtidos y/o moléculas de tipo nucledtido de cualquier longitud. En realizaciones preferidas, el acido nucleico
sirve como molde para la sintesis de un acido nucleico complementario, por ejemplo, mediante la incorporacion
complementaria de bases de unidades nucleotidicas. Por ejemplo, un acido nucleico puede comprender ADN de
origen natural, por ejemplo ADN gendémico, ARN, por ejemplo ARNm, y/o puede comprender una molécula sintética
incluyendo, pero sin limitacién, ADNc y moléculas recombinantes generadas de cualquier manera. Por ejemplo, el
acido nucleico puede generarse a partir de sintesis quimica, transcripcion inversa, replicacion de ADN o una
combinacion de estos procedimientos de generacion. El ligamiento entre las subunidades puede proporcionarse por
fosfatos, fosfonatos, fosforamidatos, fosfototioatos o similares, o por grupos no fosfato como son conocidos en la
materia, tales como ligamientos de tipo peptidico utilizados en los acidos nucleicos peptidicos (PNA). Los grupos de
ligamiento pueden ser quirales o aquirales. Los polinucledtidos pueden tener cualquier estructura tridimensional,
englobando moléculas monocatenarias, bicatenarias y de triple hélice que pueden ser, por ejemplo, moléculas de
ADN, ARN o ADN/ARN hibridas. Una molécula de tipo nucleétido puede hacer referencia a un resto estructural que
puede actuar sustancialmente como un nucledétido, por ejemplo, exhibiendo complementariedad de bases con una o
mas de las bases que aparecen en ADN o ARN y/o ser capaz de incorporacion complementaria de bases. Los
términos “polinucledétido”, “molécula de polinucleétido”, “molécula de acido nucleico”, “secuencia polinucleotidica” y
“secuencia de acido nucleico” pueden usarse intercambiablemente con “acido nucleico” en la presente memoria. En
algunas realizaciones especificas, los acidos nucleicos para medir pueden comprender una secuencia
correspondiente a un gen referenciado en la Tabla 1 o 2 en la Figura 1 o 2, respectivamente.

En algunas realizaciones, el espécimen recogido comprende ARN para medir, por ejemplo, ARNm expresado en un
cultivo de tejido. En algunas realizaciones, el espécimen recogido comprende ADN para medir, por ejemplo, ADNc
transcrito de forma inversa a partir de transcritos. En algunas realizaciones, el acido nucleico para medir se
proporciona en una mezcla heterogénea de otras moléculas de acido nucleico.

A. Enfoque en dos etapas

La presente invencion proporciona un procedimiento de valoracién del acido nucleico proporcionado en una muestra,
que comprende coamplificar el acido nucleico, un nimero de otros(s) acido(s) nucleico(s), un molde competitivo del
acido nucleico y un molde(s) del (de los) otro(s) acido (s) nucleico(s), por ejemplo, produciendo un primer producto
amplificado del mismo. El primer producto amplificado puede diluirse y coamplificarse ademas entonces,
produciendo por ejemplo un segundo producto amplificado del mismo. Amplificar y amplificar entonces ademas el
acido nucleico y el molde competitivo del acido nucleico puede considerarse como dos rondas de amplificacion y
puede hacerse referencia a un proceso que emplea dos rondas de amplificacién como un proceso “en dos etapas” o
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enfoque “en dos etapas”.

La Figura 3 ilustra esquematicamente algunas realizaciones del proceso global “en dos etapas” descrito en la
presente memoria, por ejemplo, cuando el acido nucleico amplificado es ADNc. Los detalles experimentales que
comparan un enfoque en dos etapas con un enfoque no en dos etapas pueden encontrarse en el ejemplo | siguiente.

En la etapa 301 de la Figura 3, por ejemplo, puede extraerse ARN de las células o tejidos del espécimen.

En la etapa 302 de la Figura 3, el ARN extraido puede transcribirse de forma inversa, proporcionando ADNc. En
algunas realizaciones, el acido nucleico amplificado es un acido nucleico distinto de ADNc, como se describe
anteriormente. En algunas realizaciones, aunque la eficacia de transcripcion inversa puede ser variable, la
representacion de un acido nucleico en comparacién con otro en el producto de ADNc resultante puede no estar
afectada. Es decir, en algunas realizaciones, la cantidad de ADNc del acido nucleico diana en comparacion con la
cantidad de ADNc de un segundo acido nucleico (por ejemplo, un segundo acido nucleico que sirve como acido
nucleico de referencia) puede permanecer equivalente o sustancialmente equivalente a la cantidad de ARNm de
acido nucleico diana en comparacion con la cantidad de ARNm del segundo acido nucleico.

En el paso 303 de la Figura 3, se coamplifican ADNc nativo y su molde competitivo en una primera ronda de
amplificaciéon. EI ADNc nativo puede comprender tanto el acido nucleico diana como uno o mas de los otros acidos
nucleicos, que pueden coamplficarse con un molde competitivo del acido nucleico diana y un molde competitivo de
uno o mas de los otros acidos nucleicos. Por ejemplo, el ADNc puede diluirse en serie y amplificarse entonces una o
mas diluciones en serie.

Los moldes competitivos de al menos dos acidos nucleicos estan a concentraciones conocidas uno respecto a otro.
“Molde competitivo”, como se usa en la presente memoria, puede hacer referencia a un acido nucleico que compite
con un acido nucleico diana durante una reaccién de amplificacion. Es decir, cuando esta presente en una mezcla
de reaccién para amplificar el acido nucleico diana, el molde competitivo compite por servir como molde para dicha
amplificaciéon. En algunas realizaciones, por ejemplo, el molde competitivo de un acido nucleico dado tiene una
estructura que permite su amplificaciéon en la misma o sustancialmente la misma medida que el acido nucleico dado.
En realizaciones preferidas, puede amplificarse un molde competitivo de un acido nucleico dado usando uno o mas
de los mismos cebadores que del acido nucleico dado y/o se amplifica con la misma o sustancialmente la misma
eficacia que el acido nucleico dado. En realizaciones preferidas, se amplifica un molde competitivo de un acido
nucleico dado usando los mismos cebadores, comparte homologia de secuencia y/o se amplifica con la misma o
sustancialmente la misma eficacia que el acido nucleico dado. En algunas realizaciones, se hace referencia a los
moldes competitivos como patrones internos o como patrén interno molde competitivo.

El término “molde nativo”, como se usa en la presente memoria, puede hacer referencia a acido nucleico obtenido
directa o indirectamente de un espécimen que puede servir como molde para amplificacion. Por ejemplo, puede
hacer referencia a moléculas de ADNc correspondientes a un gen cuya expresion se va a medir, en que el ADNc se
amplifica y cuantifica. En algunas realizaciones especificas, al menos un molde competitivo usado comprende una
secuencia referenciada en la Tabla 4 de la Figura 4.

El término “cebador” hace referencia en general a un acido nucleico capaz de actuar como punto de iniciacion de la
sintesis junto con una hebra complementaria cuando las condiciones son adecuadas para la sintesis de un producto
de extension de cebador. En algunas realizaciones especificas, al menos un cebador usado comprende una
secuencia referenciada en la Tabla 4 de la Figura 4. También, la tabla de la Figura 4 muestra la secuencia de
cebador y posicion de varios genes cuya expresion puede medirse.

Preferiblemente, el molde competitivo tiene un rasgo distintivo del acido nucleico diana, que permite distinguir a su
producto amplificado del producto amplificado del acido nucleico diana. Por ejemplo, el molde competitivo puede
comprender mutantes de acido nucleico para evaluar. Las mutaciones pueden ser mutaciones puntuales,
inserciones, inversiones, deleciones o similares. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un molde competitivo
comprende al menos un nucledtido que es diferente del correspondiente nucleétido en el acido nucleico para
evaluar. En algunas realizaciones, el molde competitivo comprende al menos aproximadamente 2, al menos
aproximadamente 5, al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 15 o al menos aproximadamente
20 nucledtidos que son diferentes. Se proporcionan en algunas realizaciones deleciones, inserciones, inversiones,
sustituciones y/u otras alteraciones mas largas. Por ejemplo, pueden generarse moldes competitivos acortados
artificialmente segun el procedimiento descrito por Celi et al., Nucleic Acids Res. 21: 1047 (1993).

En algunas realizaciones preferidas, el molde competitivo comprende una alteracién que causa una pérdida y/o
ganancia de uno o mas sitios de escision en el molde competitivo, en comparacion con su correspondiente acido
nucleico. Por ejemplo, puede sustituirse una base en una secuencia de molde competitivo dando como resultado la
ganancia y/o pérdida de un sitio de reconocimiento de endonucleasa de restriccion, un sitio de escisién quimica u
otro sitio de escision especifica. Pueden usarse diversos programas para identificar y ajustar 1 o 2 o mas secuencias
de desapareamiento de base para sitios de reconocimiento conocidos. Por ejemplo, puede usarse el programa Map
del paquete de software Genetics Computer Group (Devereux et al., supra, 1984). En este programa, se obtienen
secuencias de ADNc para un acido nucleico dado, y se evalua entonces en la secuencia la presencia de uno o dos
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desapareamientos de pares de bases para endonucleasas de restriccién conocidas.

En algunas realizaciones, el molde competitivo comprende una alteracion que causa una pérdida y/o ganancia de
uno o mas sitios de reconocimiento especificos en el molde competitivo en comparacién con su correspondiente
acido nucleico. Por ejemplo, puede sustituirse una base en una secuencia de molde competitivo, dando como
resultado la ganancia y/o pérdida de un sitio de unién de proteina tal como un sitio de unién de factor de
transcripcion. Resultaran evidentes para los especialistas en la materia otros cambios estructurales para distinguir el
producto amplificado de un molde competitivo del producto amplificado de su correspondiente acido nucleico.

La amplificacion puede conseguirse mediante cualquier procedimiento conocido en la materia y/o dado a conocer en
la presente memoria para amplificar moléculas de acido nucleico. Cuando se usa amplificaciéon por reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR), las condiciones pueden incluir la presencia de ribonucledtidos y/o
desoxirribonucleodtidos, di-, tri- tetra- y pentafosfatos y/o de orden superior; cebadores para amplificacion por PCR
para al menos un acido nucleico y su correspondiente molde competitivo y al menos un agente inductor de la
polimerizacién, tal como transcriptasa inversa, ARN polimerasa y/o ADN polimerasa. Los ejemplos de ADN
polimerasas incluyen, pero sin limitaciéon, ADN polimerasa de E. coli, Sequenase 2.0®, ADN polimerasa T4 o el
fragmento Klenow de ADN polimerasa 1, T3, ARN polimerasa SP6, polimerasa de AMV, M-MLV y/o Vent, asi como
ThermoSequenase™ (Amersham) o Taquenase™ (ScienTech, St Louis, Mo.). Ejemplos adicionales incluyen
polimerasas termoestables aisladas de Thermus aquaticus, Thermus thermophilus, Pyrococcus woesei, Pyrococcus
furiosus, Thermococcus litoralis y Thermotoga maritima. El agente inductor de la polimerizacion y los nucleétidos
pueden estar presentes en un tampoén adecuado, que puede incluir constituyentes que son cofactores o que afectan
a condiciones tales como pH y similares a diversas temperaturas adecuadas. Los cebadores de PCR usados son
preferiblemente moléculas nucleotidicas monocatenarias, pero pueden practicarse bicatenarias, tricatenarias y/o de
orden superior con la presente invenciéon. Como se usa en la presente memoria, “producto amplificado” puede hacer
referencia a cualquier acido nucleico sintetizado al menos en parte por incorporacién complementaria de bases
usando otro acido nucleico como molde. Puede hacerse referencia también a un producto amplificado como un
amplicon y/o amplimero en la presente memoria. La amplificacion puede llevarse a cabo durante un numero de
ciclos de PCR, por ejemplo al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 20, al menos
aproximadamente 30, al menos aproximadamente 40 o al menos aproximadamente 50 ciclos en algunas
realizaciones.

De acuerdo con la invencion, se coamplifican mas de un acido nucleico (y su correspondiente molde competitivo). En
realizaciones preferidas, el numero de otros acidos nucleicos es de al menos uno. En algunas realizaciones, el
numero es de al menos aproximadamente 50 otros acidos nucleicos, al menos 100 otros acidos nucleicos, al menos
aproximadamente 200, al menos aproximadamente 300 otros acidos nucleicos, al menos aproximadamente 500
otros acidos nucleicos, al menos aproximadamente 800 otros acidos nucleicos, al menos aproximadamente 1.000
otros acidos nucleicos, al menos aproximadamente 5.000 otros acidos nucleicos, al menos aproximadamente 10.000
otros acidos nucleicos, al menos aproximadamente 50.000 otros acidos nucleicos o al menos aproximadamente
100.000 otros acidos nucleicos. Puede usarse un molde competitivo para cada acido nucleico adicional para evaluar
y, en realizaciones preferidas, pueden medirse simultaneamente una pluralidad de acidos nucleicos en una muestra.

Al menos uno de los otros acidos nucleicos puede servir como acido nucleico de referencia. “Acido nucleico de
referencia”, como se usa en la presente memoria, puede hacer referencia a un acido nucleico que se amplifica asi
como al acido nucleico para evaluar. El acido nucleico puede “normalizarse” a un acido nucleico de referencia. En
algunas realizaciones, el acido nucleico de referencia sirve como control de carga, por ejemplo para controlar el
ADNCc cargado en la reaccion. Por ejemplo, en algunas realizaciones preferidas, el acido nucleico de referencia
comprende un acido nucleico que no se espera que varie (o que varie significativamente) entre el espécimen
biolégico dado y/o en respuesta a ciertos estimulos. Por ejemplo, ARNm de un gen expresado constitutivamente
puede proporcionar el acido nucleico de referencia. En algunas realizaciones, pueden proporcionar el acido nucleico
de referencia genes constitutivos conocidos o potenciales incluyendo, pero sin limitacion, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPD o GAPDH), B-actina, ARN de 28S, ARN de 18S y/u otros genes de proteina ribonuclear de
ser humano, ratén y/o rata. Pueden usarse también otros genes constitutivos que se han usado como patrones
internos en analisis Northern de expresion génica. Véanse, por ejemplo, Devereux et al., Nucleic Acids Res. 12: 387
(1984); Barbu et al., Nucleic Acids Res. 17: 7115 (1989). En algunas realizaciones, un molde competitivo de un acido
nucleico de referencia puede comprender un acido nucleico que tiene una secuencia similar a cualquier hebra de
ADNCc de un gen constitutivo, pero que tiene un rasgo distintivo como se describe anteriormente.

Muchos genes diferentes pueden proporcionar acidos nucleicos de referencia. La eleccion del acido nucleico de
referencia puede depender de los tejidos para ensayar y/o de los estados biologicos que se estan estudiando. Por
ejemplo, la B-actina varia poco entre muestras de células epiteliales bronquiales normales (véase, por ejemplo,
Crawford, E. L., Khuder, S. A., Durham, S. J., et al. (2000). “Normal bronchial epitelial cell expression of glutathione
transferase P1, glutathione transferase M3, and glutathione peroxidase is low in subjects with bronchogenic
carcinoma” (Cancer Res. 60, 1609-1618), pero puede variar aproximadamente mas de 100 veces en muestras de
diferentes tejidos, tales como células epiteliales bronquiales en comparacion con linfocitos.

En la etapa 304 de la Figura 3, se diluyen el producto amplificado de ADNc nativo y molde competitivo (obtenido en
la ronda 1) antes de la amplificacién adicional en la ronda 2. En algunas realizaciones, pueden diluirse el producto

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2530 057 T3

amplificado del acido nucleico diana y su correspondiente molde competitivo. En algunas realizaciones, pueden
diluirse el producto amplificado de un acido nucleico de referencia y su correspondiente molde competitivo. La
dilucion del producto amplificado puede conseguirse mediante cualquier técnica conocida en la materia y/o descrita
en la presente memoria. Por ejemplo, la diluciéon puede implicar la retirada de una alicuota de una mezcla que
comprende un primer producto amplificado, y la transferencia a un recipiente que contiene tampoén adicional. En
algunas realizaciones, la dilucién produce una dilucion de al menos aproximadamente 1.000.000 veces, una diluciéon
de al menos aproximadamente 500.000 veces, una dilucién de al menos aproximadamente 100.000 veces, una
dilucién de al menos aproximadamente 50.000 veces, una dilucién de al menos aproximadamente 10.000 veces,
una dilucién de al menos aproximadamente 5.000 veces, una diluciéon de al menos aproximadamente 1.000 veces,
una dilucién de al menos aproximadamente 500 veces o una dilucién de al menos aproximadamente 100 veces.

En la etapa 305 de la Figura 3, se amplifican ademas en la ronda 2 el producto amplificado diluido de ADNc nativo y
molde competitivo (obtenido en la ronda 1). De acuerdo con la invencién, se coamplifican adicionalmente el producto
amplificado diluido de un acido nucleico diana y su correspondiente molde competitivo en una segunda ronda de
amplificacion. En algunas realizaciones, pueden coamplificarse ademas el producto amplificado diluido de un acido
nucleico de referencia y su correspondiente molde competitivo en una segunda ronda de amplificacion. Como se
menciona anteriormente, puede hacerse referencia al uso de dos rondas como un enfoque “en dos etapas”. En
algunas realizaciones, el acido nucleico diana y/o el acido nucleico de referencia pueden someterse a mas de dos
rondas de amplificacién. Por ejemplo, pueden diluirse de nuevo y amplificarse ademas el segundo producto
amplificado del acido nucleico diana y su correspondiente molde competitivo y/o pueden diluirse de nuevo y
amplificarse ademas el segundo producto amplificado del acido nucleico de referencia y su correspondiente molde
competitivo.

Pueden amplificarse en un recipiente dado diversos acidos nucleicos y los correspondientes moldes competitivos
durante la ronda 1 y/o ronda 2 de un proceso en dos etapas. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se coamplifican
en un recipiente dado mas de un acido nucleico (cada uno con su correspondiente molde competitivo). En algunas
realizaciones, se llevan a cabo amplificaciones repetidas en un recipiente dado con menos &acidos nucleicos
diferentes (cada uno con su correspondiente molde competitivo). Por ejemplo, en algunas realizaciones preferidas,
los productos amplificados se amplifican ademas con cebadores de un acido nucleico correspondiente a un gen. Por
ejemplo, puede conseguirse la coamplificacion del primer producto amplificado diluido de un acido nucleico y del
molde competitivo del acido nucleico usando un par de cebadores para coamplificar el acido nucleico particular y su
correspondiente molde competitivo secado en el recipiente usado en la ronda 2. Por ejemplo, pueden tomarse
alicuotas de cebadores de genes individuales en recipientes de reaccion individuales y secarse, por ejemplo en
placas de 384 pocillos. Pueden prepararse por adelantado multiples placas cargadas con cebadores (por ejemplo,
aproximadamente 10, aproximadamente 100, aproximadamente 500 placas). Por ejemplo, en algunas realizaciones,
los cebadores preparados de este modo son estables a 4 °C durante meses.

En la etapa 306 de la Figura 3, pueden compararse cantidades de productos amplificados. De acuerdo con la
invencion, la cantidad de producto amplificado de un acido nucleico diana se compara con la cantidad de producto
amplificado de su molde competitivo, por ejemplo, la comparacién implica obtener una relacién, por ejemplo una
primera relacion que refleja las cantidades amplificadas de acido nucleico diana en comparacion con las cantidades
amplificadas de su molde competitivo. En realizaciones preferidas, esta relacion se proporciona como un cociente,
por ejemplo un primer cociente de cantidad de producto amplificado de un acido nucleico a cantidad de producto
amplificado de su molde competitivo, por ejemplo, cuando se coamplifican el acido nucleico y su molde competitivo.

La cantidad de producto amplificado de un acido nucleico diana se compara entonces con un acido nucleico de
referencia. Se compara el acido nucleico de referencia mismo con un molde competitivo del acido nucleico de
referencia. Concretamente, se compara la cantidad de producto amplificado del acido nucleico de referencia con la
cantidad de producto amplificado de su molde competitivo. Esta comparacion implica obtener una relacién, por
ejemplo una segunda relacion, que refleja la cantidad amplificada de acido nucleico de referencia en comparacion
con la cantidad amplificada de su molde competitivo. En realizaciones preferidas, esta relacién se proporciona como
un cociente, por ejemplo un segundo cociente de cantidad de producto amplificado del acido nucleico de referencia a
cantidad de producto amplificado de su molde competitivo, por ejemplo, cuando se coamplifican el acido nucleico de
referencia y su molde competitivo.

De acuerdo con la invencién, la comparacién del acido nucleico diana con un acido nucleico de referencia implica
comparar la primera y segunda relaciones descritas anteriormente. Por ejemplo, puede obtenerse una relacion que
refleja como la primera relacion se compara con la segunda relacién. En algunas realizaciones, esta relacion
compara la primer cociente con el segundo cociente, por ejemplo como cociente del primer y segundo cocientes.

Los adjetivos “primero”, “segundo”, “tercero” y demas, como se usan en la presente memoria, no indican
necesariamente ningun orden de preferencia, importancia, cronologia o grado de calidad, concentracién y/o
cantidad. En lugar de ello, los términos se usan para diferenciar los nombres calificados por los adjetivos, por
ejemplo, un primer y segundo cocientes puede significar dos cocientes diferentes; un segundo acido nucleico puede
significar un acido nucleico diferente al que se hace referencia como primer acido nucleico.

En un proceso en dos etapas segun la invencion, se obtiene una primera relacion comparando el segundo producto
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amplificado del acido nucleico diana con un segundo producto amplificado del molde competitivo del acido nucleico
diana; se obtiene una segunda relaciéon comparando el primer producto amplificado del acido nucleico de referencia
con el primer producto amplificado del molde competitivo del acido nucleico de referencia y se comparan la primera y
segunda relaciones. En realizaciones mas preferidas, la relacion obtenida comparando la primera y segunda
relaciones permanece sustancialmente constante mas alla de la fase exponencial de amplificacion del acido
nucleico. Sustancialmente constante puede hacer referencia a variaciones de + aproximadamente 1 %,
aproximadamente 5 %, aproximadamente 10 %, aproximadamente 15 % o aproximadamente 20 % de un numero
constante absoluto.

En algunas realizaciones, otro de los acidos nucleicos amplificados puede servir como segundo acido nucleico de
referencia. En dichas realizaciones, medir la cantidad de acido nucleico de referencia puede comprender obtener
una tercera relacion que compara el primer producto amplificado de este segundo acido nucleico de referencia con
el primer producto amplificado del molde competitivo del segundo acido nucleico de referencia, y comparar la
primera y tercera relaciones. También, en algunas realizaciones, los datos calculados usando un primer acido
nucleico de referencia pueden recalcularse respecto a los de otro acido nucleico de referencia.

En algunas realizaciones, usar dos o mas acidos nucleicos de referencia puede proporcionar una comprension de la
variacion interespécimen y/o intermuestra entre los acidos nucleicos de referencia. En algunas realizaciones, por
ejemplo, pueden usarse B-actina y GAPD como primer y segundo acido nucleicos de referencia. Por ejemplo, existe
una correlacion significativa entre el cociente de expresion de B-actina/GAPD y el tamafo celular (Willey, J. C,
Crawford, E. L. y Jackson, C. M. (1998) “Expression measurement of many genes simultaneously by quantitative RT-
PCR using standardized mixtures of competitive templates”. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 19, 6-17), pudiendo
hacerse uso de estos 2 acidos nucleicos de referencia preferidos en algunas realizaciones. En algunas
realizaciones, pueden usarse como referencia cualquier acido nucleico o combinacién de acidos nucleicos medidos,
incluyendo todos los acidos nucleicos medidos. El nimero de genes que debe cuantificarse para normalizacion de
cualquiera de los acidos nucleicos medidos para dar como resultado una normalizacion adecuada puede variar
dependiendo de las muestras que se estén estudiando.

Como se menciona anteriormente, en algunas realizaciones un procedimiento en dos etapas puede comprender una
amplificacion en dos etapas del acido nucleico que sirve como acido nucleico de referencia. En algunas de dichas
realizaciones, puede obtenerse una cuarta relacion comparando el segundo producto amplificado del acido nucleico
de referencia con el segundo producto amplificado de su molde competitivo. En algunas realizaciones, se comparan
la primera y cuarta relaciones, obteniendo por ejemplo un cociente del primer y cuarto cocientes. En aun otras
realizaciones, cuando se amplifica en dos rondas el acido nucleico que sirve como acido nucleico de referencia,
pueden usarse el primer producto amplificado del acido nucleico diana y el primer producto amplificado de su molde
competitivo para obtener la primera relacién, por ejemplo el primer cociente.

Cuando el enfoque “en dos etapas” se extiende a mas de dos rondas de amplificacion, puede diluirse y amplificarse
aun mas mas el segundo producto amplificado de un acido nucleico y de un molde competitivo del acido nucleico,
por ejemplo, produciendo un tercer producto amplificado del mismo. Las etapas de dilucién y amplificacion adicional
pueden repetirse al menos aproximadamente 1 vez, al menos aproximadamente 2 veces, al menos
aproximadamente 3 veces, al menos aproximadamente 5 veces, al menos aproximadamente 10 veces, al menos
aproximadamente 20 veces, al menos aproximadamente 50 veces o al menos aproximadamente 100 veces o mas.

En algunas realizaciones, comparar la primera y segunda y segunda y/o primera y tercera y/o primer y cuarta
relaciones puede proporcionar un “cociente de cocientes” correspondiente a un valor numérico. En algunas
realizaciones, los valores numéricos para diversos acidos nucleicos medidos, por ejemplo para diversas medidas de
expresion génica, se proporcionan como una base de datos, como se describe con mas detalle a continuacion. Por
ejemplo, dicha base de datos puede usarse con datos de expresién génica en ensayos de diagnostico clinico.

En algunas realizaciones, obtener las comparaciones, por ejemplo el primer, segundo, tercera y/o cuarto cocientes,
implica medir las cantidades de producto amplificado de cada uno de acido nucleico, molde competitivo de acido
nucleico, acido(s) nucleico(s) de referencia y molde(s) competitivo(s) del acido nucleico de referencia. Puede usarse
cualquier procedimiento capaz de cuantificar acidos nucleicos que tengan un rasgo distintivo (por ejemplo, que
tengan diferentes tamafios y/o secuencias). Los procedimientos de cuantificacion pueden implicar separar y/o aislar
el producto amplificado, por ejemplo, mediante el uso de electroforesis, hibridacion en fase sélida tal como matrices,
espectrometria, cromatografia, HPLC y/u otros procedimientos conocidos en la materia para separar diferentes
moléculas de acido nucleico.

La electroforesis usada puede ser una o mas de electroforesis en gel (por ejemplo, electroforesis en gel de agarosa
y/o poliacrilamida), electroforesis capilar (por ejemplo, usando un dispositivo de electroforesis capilar como PE 310 o
un dispositivo de CE de microfluidos CE como Agilent 2100 o el sistema de alto rendimiento Calipertech AMS 90) y/u
otros tipos de dispositivos de electroforesis conocidos en la materia. Véanse, por ejemplo, (G. Gilliland, S. Perrin, K.
Blanchard y H.F. Bunn, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 2725-2729 (1990); MJ. Apostolakos, W.H. Schuermann, M.
W. Frampton et al., Analytical Biochemistry 213, 277-284 (1993)). Ademas, la electroforesis capilar (CE), en
particular la tecnologia de CE de microfluidos, puede permitir la medida de acido nucleico en volimenes muy
pequefos. Véanse, por ejemplo, T. S. Kanigan et al, en “Advances in Nucleic Acid and Protein Analyses,

18




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2530 057 T3

Manipulation, and Sequencing”, P. A. Limbach, J. C. Owicki, R. Raghavachari, W. Tan, Eds. Proc. SPIE 3926: 172,
(2000). Otros dispositivos de electroforesis que pueden usarse incluyen, por ejemplo, Agilent o ABI 310. En algunas
realizaciones, se mostré que para la separacion del producto amplificado en gel de agarosa, PerkinElmer 310 CE
(ABI Prism 310 Genetic Analyzer) y 2100 Bioanalyzer microfluidic CE (Agilent, Santa Clara, California, EE.UU.)
proporcionan resultados estadisticamente similares y reproducibles. E.L. Crawford, L.A. Warner, D.A. Weaver y J.C.
Willey, “Quantitative end-point RT-PCR expression measurement using the Agilent 2100 Bioanalyzer and
standardized RT-PCR”, solicitud Agilent, 1-8 de sept. de 2001.

Cuando se van a separar productos amplificados por electroforesis, el tamafio de los moldes competitivos y/o
acido(s) nucleico(s) de referencia puede seleccionarse para diferir de los del acido nucleico diana. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, el producto amplificado generado a partir del acido nucleico de referencia y el acido nucleico
diana son de tamafios suficientemente diferentes para separarse por electroforesis. Ademas, en algunas
realizaciones, el producto amplificado generado a partir del molde competitivo para un acido nucleico dado y el acido
nucleico dado son de tamafios suficientemente diferentes para separarse por electroforesis.

En algunas realizaciones, se consigue la diferencia de tamafio usando un molde competitivo para un acido nucleico
dado que sea mas largo o mas corto que el acido nucleico dado. En algunas realizaciones, este diferencial de
tamafio puede conseguirse mediante digestion con endonucleasa de restriccion del producto amplificado, en que el
molde competitivo difiere de su correspondiente acido nucleico por la adicién o falta de un sitio de endonucleasa de
restriccion. Por ejemplo, en una realizacion especifica, se prepararon moldes competitivos de GAPD que se
separaban de GAPD nativo basandose en digestion con EcoRl o BamHI. Puede usarse también la separacion
basada en digestion con otra endonucleasa de restriccion. Ademas, en algunas realizaciones, puede usarse el
mismo sitio de reconocimiento tanto para el acido nucleico de referencia como para el acido nucleico para medir.

Ademas, en algunas realizaciones, la longitud del producto amplificado después de digestién con endonucleasa de
restriccion es un factor a considerar. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, se prefieren diferencias de tamafio de
acido nucleico mayores para una separacion adecuada en geles de agarosa, por ejemplo, diferencias
preferiblemente de aproximadamente 40, aproximadamente 50, aproximadamente 80, aproximadamente 100 o
aproximadamente 120 pares de bases.

Los productos separados pueden cuantificarse mediante cualquier procedimiento conocido en la materia y/o descrito
en la presente memoria incluyendo, por ejemplo, el uso de sondas radiomarcadas, autorradiografia Yy,
preferiblemente, por espectrofotometria y/o densitometria, por ejemplo densitometria de geles tefildos con bromuro
de etidio. Otros procedimientos que pueden usarse para cuantificar el producto amplificado incluyen Ila
cromatografia, por ejemplo, cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), cromatografia de gases y/o
espectrometria de masas, por ejemplo, desorcién/ionizacion mediante laser asistida por matriz-tiempo de vuelo-
espectrometria de masas (MALDI-TOF-MS) (“Una prevision econémica del mercado de expresion génica’
http://www.researchandmarkets.com/reports/5545).

En algunas realizaciones, se miden los productos amplificados usando hibridaciones en fase solida. Algunas
realizaciones, por ejemplo, comprenden el uso de una matriz, incluyendo microperlas y/o micromatrices. Las
matrices incluyen, por ejemplo, matrices de oligonucleétidos, incluyendo matrices de ADNc, ADN y/o ARN. Dichas
matrices pueden comprender una macromatriz, una micromatriz (por ejemplo, una matriz de microfluidos) y/o una
nanomatriz. En algunas realizaciones, pueden marcarse el producto amplificado y/o el oligonucleétido que hibrida
con el mismo, por ejemplo, con un resto detectable. Por ejemplo, pueden marcarse uno o mas de los nucleétidos de
la reaccion de amplificacion con un resto detectable. Los restos detectables que pueden usarse incluyen restos
fluorescentes, restos radiactivos, puntos cuanticos y/o sistemas luminiscentes.

En algunas realizaciones, las matrices para uso en la practica de la presente invenciéon comprenden oligonucleétidos
inmovilizados sobre un soporte solido, en que puede unirse un primer conjunto de oligonucleétidos inmovilizados a
una secuencia del producto amplificado del acido nucleico que no es comun al producto amplificado del molde
competitivo del acido nucleico, y en que puede unirse un segundo conjunto de oligonucledtidos inmovilizados a una
secuencia del producto amplificado del molde competitivo del acido nucleico que no es comun al producto
amplificado del acido nucleico, por ejemplo, secuencias que extienden la conexion entre el extremo 5 del molde
competitivo y el extremo 3’ desalineado truncado del molde competitivo (por ejemplo, que puede prepararse segun el
procedimiento de Celi). El producto amplificado del acido nucleico y del molde competitivo del acido nucleico puede
permitirse unir a la matriz y obtenerse un cociente a partir de los dos conjuntos. En aun otras realizaciones, el
enfoque en dos etapas puede practicarse sin el uso de hibridaciones en fase sdlida, por ejemplo, sin el uso de
matrices.

El uso de dos rondas en realizaciones preferidas de un proceso en dos etapas puede reducir la cantidad umbral de
acido nucleico que puede medirse en una muestra. El umbral inferior de deteccién puede definirse como la cantidad
minima de analito que puede detectarse fiablemente por encima del fondo. El limite de deteccién puede definirse
como la concentracion o cantidad de analito mas baja que puede detectarse con una razonable certidumbre. Sin
limitarse a una hipétesis y/o teoria particular, puede haber una cantidad minima de ADNc que puede usarse para
conseguir una medida estadisticamente significativa. EI umbral inferior de deteccion en medidas de expresion génica
puede considerarse en términos del nimero minimo de moléculas de ADNc en una reaccion para amplificacion o el
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numero minimo de células.

La Figura 5 ilustra esquematicamente cémo la cantidad de ADNc usada en una reaccion PCR tiene una relacion
directa con el nimero de copias de transcritos de ARN/célula que pueden medirse para un nimero dado de células
usadas. El numero minimo de células depende entonces de las copias de ARNm/célula en una muestra, asi como
de la eficacia de la extraccion de ARN y/o transcripcion inversa. Por ejemplo, se considera el nimero de células para
proporcionar ARN suficiente para dar como resultado al menos 10 moléculas de ADNc para un gen particular. Se
supone en general que la extraccion de ARN es cercana a aproximadamente 100 %, mientras que la transcripcion
inversa es aproximadamente un 10 % eficaz. Por tanto, si se estudia una poblacion homogénea de células y cada
célula contiene 10 copias de ARNm para un gen, permanecera 1 copia por célula después de la transcripcion
inversa. Debido a consideraciones estequiométricas, las muestras de ADNc incluidas en una reaccién de PCR que
contiene menos de aproximadamente 10 moléculas de transcrito son cuestionables, en algunos tipos de PCR. En
dichas realizaciones, esta preferiblemente presente ADNc que representa aproximadamente 10 células en la
reaccion PCR, como se ilustra en la Figura 5. Si se estudia una poblacion celular heterogénea en que 1 célula de
cada 10 expresa un transcrito particular, esta preferiblemente presente ADNc que representa aproximadamente
1.000 células en la reaccion PCR.

En ciertas realizaciones, el uso de dos rondas puede superar algunas de las limitaciones ilustradas en la Figura 5.
Se considera tipica una muestra de ADNc de aproximadamente 10 ul que representa aproximadamente 1.000
células y comprende aproximadamente 6x10° moléculas de acido nucleico de B-actina. Los genes expresados a
nivel medio (100 veces menos que B-actina) se representan por aproximadamente 6.000 moléculas en la muestra.
Un numero de genes que pueden ser funcionalmente importantes se expresan 10.000 veces menos que la B-actina
y, para dichos genes, habria aproximadamente 60 moléculas representadas en la muestra. En una muestra 100
veces menor de aproximadamente 100 nl, los genes expresados 10.000 veces menos que la B-actina estarian
representados por aproximadamente 0,6 copias 0 menos.

En ciertas realizaciones de la presente invencién, pueden usarse aproximadamente 10 nl de un producto amplificado
en la ronda 1 de aproximadamente 10 ul en aproximadamente dos volimenes de reaccién de aproximadamente 100
nl. Debido a que se consigue rutinariamente una amplificacién de mas de aproximadamente 1.000.000 veces en la
reaccion de la ronda 1, aproximadamente 10 nl de aproximadamente 10 ul de reaccién de la ronda 1 contendran un
amplio producto amplificado de acido nucleico y molde competitivo para medir con confianza estadistica después de
la ronda 2.

Ademas, en algunas realizaciones preferidas, el uso de dos rondas puede aumentar el nimero de medidas
obtenibles a partir de una muestra pequefia de acido nucleico. Por ejemplo, en algunas realizaciones, pueden
obtenerse al menos aproximadamente 10.000, al menos aproximadamente 50.000, al menos aproximadamente
80.000, al menos aproximadamente 100.000, al menos aproximadamente 150.000 medidas de acido nucleico a
partir de la misma cantidad de acido nucleico de partida usada tipicamente para obtener una medida usando los
procesos proporcionados en Willey y Willey et al. '390, '606 y '978. En algunas realizaciones, pueden obtenerse al
menos aproximadamente 200.000, al menos aproximadamente 500.000, al menos aproximadamente 800.000, al
menos aproximadamente 1.000.000 o al menos aproximadamente 1.500.000 medidas de acido nucleico a partir de
la misma cantidad de acido nucleico de partida usada tipicamente para obtener una medida usando los procesos
proporcionados en Willey y Willey et al. '390, '606 y '978, preferiblemente sin pérdida de sensibilidad para detectar
transcritos escasos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, puede generarse suficiente producto amplificado para
medir los acidos nucleicos correspondientes a varios genes en aproximadamente 100 a aproximadamente 1.000
muestras celulares. Usando los procesos proporcionados en Willey y Willey et al. '390, '606, y '978, se usa
tipicamente ADNc que representa de aproximadamente 100 a aproximadamente 1.000 células para medir un acido
nucleico en una reaccién PCR. Haciendo referencia de nuevo a la Figura 5, usar esta cantidad permite la deteccion
de transcritos que se expresan a aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1 copia por célula (o aproximadamente
1 a aproximadamente 10 copias por 10 células) con significacion estadistica. Puede usarse la misma cantidad de
ADNCc en una primera ronda de amplificacion en ciertas realizaciones de la presente invencién. Puesto que este
ADNCc se coamplifica con un molde competitivo del acido nucleico para medir, y puesto que la relacion de ADNc
enddgeno a su molde competitivo permanece constante o sustancialmente constante, el producto amplificado de la
ronda 1 puede diluirse y amplificarse ademas en una segunda ronda con cebadores especificos de un acido nucleico
dado sin cambiar significativamente las cantidades relativas de producto amplificado.

Ademas, en algunas realizaciones, el uso de dos rondas puede aumentar el nimero de acidos nucleicos que pueden
medirse en una muestra dada. Algunas realizaciones, por ejemplo, permiten duplicar la medida de muchos genes en
pequefias cantidades de material de espécimen.

En algunas realizaciones, los procedimientos de la presente invencion reducen los falsos positivos a un ndmero
estadisticamente no significativo, y en algunas realizaciones, se eliminan. Por ejemplo, cuando se usa un molde
competitivo en un numero de medidas de acido nucleico, puede no haber falsos negativos y un nimero
estadisticamente no significativo de falsos positivos.

B. Uso de una mezcla estandarizada
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De acuerdo con la invencién, el enfoque en dos etapas de valoracion de un acido nucleico en una muestra
comprende el uso de una mezcla estandarizada. “Mezcla estandarizada”, como se usa en la presente memoria,
puede hacer referencia a una mezcla que comprende un nimero de patrones internos, por ejemplo, un ndmero de
moldes competitivos, a concentraciones conocidas. La mezcla estandarizada comprende un molde competitivo de al
menos un acido nucleico diana y un molde competitivo de al menos un acido nucleico de referencia, en que los
moldes competitivos estan a concentraciones conocidas uno respecto a otro. En realizaciones mas preferidas, los
moldes competitivos estan a concentraciones fijas respecto a otros, hasta incluir todos los otros moldes competitivos
en la mezcla.

La Figura 6 ilustra una mezcla estandarizada usada en algunas realizaciones de la presente invencion. El rasgo 601
ilustra una muestra, la muestra A, que comprende un nimero de acidos nucleicos para medir, correspondiente a los
genes 1-6-n, asi como un acido nucleico que sirve como referencia, correspondiente a B-actina en esta ilustracion.

El rasgo 602 ilustra una mezcla estandarizada de patrones internos que comprende moldes competitivos del acido
nucleico de referencia (patron de B-actina) asi como moldes competitivos de acidos nucleicos diana (patrones de
genes 1 a 6-n). En algunas realizaciones, el numero de molde(s) competitivo(s) puede ser de al menos 1 otro molde
competitivo ademas de un acido nucleico diana, al menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente 200,
al menos aproximadamente 500, al menos aproximadamente 1.000, al menos aproximadamente 5.000, al menos
aproximadamente 10.000, al menos aproximadamente 50.000 o al menos aproximadamente 100.000 otros moldes
competitivos. Por ejemplo, los moldes competitivos de varios genes para medir pueden incluirse en una mezcla
estandarizada dada, como se ilustra en el rasgo 602.

El rasgo 603 (flechas verticales bidireccionales) ilustra la relacion entre los patrones internos en una mezcla
estandarizada. Un molde competitivo de cada uno de un numero de genes puede estar a una concentracion fija
respecto a otros moldes competitivos en una mezcla estandarizada. En consecuencia, en algunas realizaciones,
cuando se combina una muestra de ADNc con una mezcla estandarizada, se fija la concentracion de cada molde
competitivo respecto al ADNc que representa su correspondiente gen.

El rasgo 604 (flechas horizontales bidireccionales) ilustra la relacion entre un patrén interno y su correspondiente
ADNCc de una muestra y como cada acido nucleico se mide respecto a su molde competitivo respectivo en la mezcla
estandarizada. Debido a que el molde competitivo de cada uno de estos acidos nucleicos esta presente a una
concentracion fija respecto a otros moldes competitivos, las mezclas estandarizadas pueden permitir valorar un
acido nucleico diana respecto a otros acidos nucleicos que se estan midiendo con la mezcla estandarizada 602. Por
ejemplo, la muestra A 601 puede combinarse con la mezcla estandarizada 602, formando por ejemplo una mezcla
maestra usada para coamplificaciones adicionales. Por ejemplo, la mezcla maestra puede usarse para coamplificar
acido nucleico correspondiente al gen 1 y su molde competitivo (patréon de gen 1), asi como para coamplificar acido
nucleico correspondiente al gen 2 y su molde competitivo (patrén de gen 2).

En un enfoque en dos etapas que usa mezcla estandarizada 602, pueden coamplificarse un acido nucleico diana y
su molde competitivo respectivo, produciendo el primer producto amplificado del mismo. Los productos amplificados
pueden diluirse y coamplificarse ademas una o mas veces, como se describe con mas detalle anteriormente. En
algunas realizaciones, el primer producto amplificado del acido nucleico de referencia puede diluirse y amplificarse
ademas una o mas veces, también como se describe anteriormente.

El rasgo 606 ilustra un numero de otras muestras, muestras By, 605, que comprenden también acidos nucleicos,
correspondientes a los genes 1 a 6-n, y un acido nucleico de referencia correspondiente a p—actina. En algunas
realizaciones, el nimero de moléculas de ARNm de B-actina obtenido a partir de una célula puede variar de
aproximadamente 100 a aproximadamente 1.000, dependiendo por ejemplo de la eficacia en la extraccion de ARN,
el tamafo y/o las caracteristicas de la célula.

En algunas realizaciones, otro acido nucleico puede servir como segundo acido nucleico de referencia. Por ejemplo,
en algunas realizaciones puede recalcularse la expresion génica medida con referencia a ARNm de -
actina respecto a la de otro acido nucleico de referencia, si se desea. Por ejemplo, si otro acido nucleico,
por ejemplo GAPDH o cualquier otro de los genes 1 a 6-n 602, parece variar menos que la B-actina en las
muestras B1., 605, los datos pueden recalcularse (“normalizarse”) a esa referencia sin alterar la medida de
expresion relativa, por ejemplo, la medida de expresion relativa en una muestra. Cuando se recalculan los
datos de medida de acido nucleico, las cantidades relativas medidas entre acidos nucleicos pueden
permanecer iguales o sustancialmente iguales.

La Figura 7 ilustra un recalculo usando ciclofilina como segundo gen de referencia, en que la expresion génica se
proporciona como un cociente de (moléculas de NT de gen diana/(10° moléculas de NT de B-actina). En la Figura 7,
NT hace referencia a molde nativo, y el gen diana es c-myc.

El cociente 701 ilustra el valor de expresidon génica para el gen diana como cociente de (moléculas NT de c-
myc)/(10° moléculas NT de B-actina). El cociente 702 ilustra el valor de expresion génica de un primer gen de
referencia como el cociente de (moléculas de NT de ciclofilina)/(10° moléculas de NT de B-actina). El cociente 703
ilustra el factor de conversién para recalcular respecto a ciclofilina. El cociente 703 proporciona la inversa del
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cociente 702, a saber (10° moléculas de NT de B-actina)/(moléculas de NT de ciclofilina). La conversion puede
conseguirse multiplicando el cociente 701 por el cociente 703, proporcionando el cociente 704. El cociente 704
ilustra el cociente (moléculas de NT de c-myc)/(moléculas de NT de ciclofilina), un valor de expresion génica del gen
diana respecto al nuevo gen de referencia.

En otras realizaciones, puede conseguirse la conversion de (moléculas de acido nucleico diana)/(moléculas de un
primer acido nucleico de referencia) a (moléculas de acido nucleico diana)/(moléculas de un segundo acido nucleico
de referencia), por ejemplo, invirtiendo el valor de expresion génica de la segunda referencia, por ejemplo, a
(moléculas del primer acido nucleico de referencia)/(moléculas del segundo gen de referencia) y multiplicando este
factor por los datos. El valor de moléculas del primer acido nucleico de referencia puede cancelarse, dejando el
segundo gen de referencia en el denominador.

El recalculo puede lograrse usando una hoja de calculo en algunas realizaciones. En algunos casos, el recalculo
respecto a una nueva referencia puede alterar el valor numérico de la cantidad medida de acido nucleico dado sin
alterar los valores numéricos de los acidos nucleicos entre si. Sin limitarse a una hipétesis y/o teoria particular, esto
puede explicarse porque puede decirse que se ligan cantidades medidas de acido nucleico a través del uso de una
mezcla comun estandarizada de moldes competitivos 602. Por tanto, el cociente entre dos acidos nucleicos en una
muestra seria el mismo o sustancialmente el mismo usando B-actina, ciclofilina o una combinacion de acidos
nucleicos como acido nucleico de referencia.

El rasgo 605 (flechas bidireccionales) ilustra como puede medirse cada uno de estos acidos nucleicos en muestras
adicionales respecto a su molde competitivo respectivo en la mezcla estandarizada 602. Como con la muestra A
601, cada uno de estos acidos nucleicos puede valorarse respecto a otros acidos nucleicos medidos con la mezcla
estandarizada 602. Ademas, es posible comparar los datos de analisis de la muestra A 601 con los datos de analisis
de las muestras B1., 604. Por ejemplo, debido a que el nimero de moléculas para cada molde competitivo es
conocido dentro de la mezcla estandarizada, es posible calcular todos los datos en forma de moléculas/moléculas de
acido nucleico de referencia. En algunas realizaciones, la mezcla estandarizada 602 comprende suficientes
cantidades de moldes competitivos para valorar uno o mas de los aC|dos nucleicos diana en un gran numero de
muestras Bi., 604, por ejemplo, en mas de aproximadamente 10* muestras, en mas de aproximadamente 10°
muestras, en mas de aproximadamente 10° muestras, en mas de aproximadamente 10" muestras, en mas de
aproximadamente 10® muestras, en mas de aproximadamente 10° muestras, en mas de aproxmadamente 10"
muestras, en mas de aproxmadamente 10" muestras, en mas de aproximadamente 10'"? muestras, en mas de
aproximadamente 10" muestras, en mas de aproximadamente 10" muestras o en mas de aproximadamente 10"
muestras. En algunas realizaciones preferidas, el uso de una mezcla estandarizada comun para mdltiples muestras
puede reducir el tiempo para obtener medidas de acido nucleico. Por ejemplo, la repreparacion de reactivos para
reacciones PCR puede consumir tiempo y puede conducir también a fuentes de error.

Pueden coamplificarse un acido nucleico y su molde competitivo (y/o coamplificarse ademas) en el mismo o
diferentes recipientes que uno o mas otros acidos nucleicos y su correspondiente molde competitivo. Véanse, por
ejemplo, Apostolakos, M. J., Schuermann, W. H., Frampton, M. W., Utell, M. J. y Willey, J. C. (1993) “Measurement
of gene expression by multiplex competitive polymerase chain reaction”. Anal. Biochem. 213, 277-284; Willey, J. C,
Crawford, E. L. y Jackson, C. M. (1998) “Expression measurement of many genes simultaneously by quantitative RT-
PCR using standardized mixtures of competitive templates”. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 19, 6-17. El recipiente
usado puede ser cualquier objeto capaz de permitir que exista una mezcla de reaccion dentro de él y/o sobre él. Por
ejemplo, el recipiente puede comprender un pocillo, tubo, depdsito y/o canal de nano- y/o microfluidos, capilar,
surco, superficie y/u otro envase.

En algunas realizaciones preferidas, el uso de una mezcla estandarizada 602 permite comparar directamente
diferentes acidos nucleicos amplificados en recipientes separados. En algunas realizaciones, por ejemplo, se
coamplifican en un recipiente un acido nucleico y su molde competitivo, mientras que se coamplifican en un
recipiente diferente otro acido nucleico y su molde competitivo. En cualquier caso, como ilustra el rasgo 603, el acido
nucleico puede medirse respecto a su molde competitivo patrén interno respectivo en la mezcla estandarizada y el
otro acido nucleico puede servir como acido nucleico de referencia. Es decir, en realizaciones preferidas, el uso de
una mezcla estandarizada permite la concentracion de patrén interno de un acido nucleico respecto a otras que
permanecen fijas a lo largo de diferentes medidas.

Como ilustra el rasgo 603, el uso de una mezcla estandarizada comun permite hacer comparaciones directas entre
muestras B1., 604. Las diferentes muestras pueden amplificarse en diferentes momentos, por ejemplo, en diferentes
dias, en el mismo o diferentes experimentos en el mismo laboratorio y/o en diferentes experimentos en diferentes
laboratorios. Crawford, E. L., Peters, G. J., Noordhuis, P., et al. (2001) “Reproducible gene expression measurement
among multiple laboratories obtained in a blinded study using standardized RT (StaRT)-PCR”. Mol. Diagn. 6, 217-
225; Crawford, E. L., Warner, K. A., Khuder, S. A., et al. (2002) “Multiplex standardized Ki-PCR for expression
analysis of many genes in small samples”. Biochem, Biophys. Res. Commun. 293, 509-516; Crawford, E. L., Khuder,
S. A., Durham, S. J., et al. (2000) “Normal bronchial epithelial cell expression of glutathione transferase P1,
glutathione transferase M3, and glutathione peroxidase is low in subjects with bronchogenic carcinoma”. Cancer Res.
60, 1609-1618; DeMuth, J. P., Jackson, C. M., Weaver, D. A., et al. (1998) “The gene expression index c-myc x
E2F1/p21 is highly predictive of malignant phenotype in human bronchial epithelial cells”. Am. J. Respir. Cell. Mol.
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Biol. 19, 18-24; Mollerup, S., Ryberg, D., Hewer, A., Phillips, D. H. y Haugen, A. (1999) “Sex differences in lung
CYP1A1 expression and DNA adduct levels among lung cancer patients”. Cancer Res. 59, 3317-3320; Rots, M. G.,
Willey, J. C, Jansen, G., et al. (2000) “mRNA expression levels of methotrexate resistance-related proteins in
childhood leukemia as determined by a standardized competitive template-based RT-PCR method”. Leukemia 14,
2166-2175; Rots, M. G., Pieters, R., Peters, G. J., et al. (1999) “Circumvention of methotrexate resistance in
childhood leukemia subtypes by rationally designed antifolates”. Blood 94, 3121-3128; Allen, J. T., Knight, R. A,,
Bloor, C. A. y Spiteri, M. A. (1999) “Enhanced insulin-like growth factor binding protein-related protein 2 (connective
tissue growth factor) expression in patients with idiopathic pulmonary fibrosis and pulmonary sarcoidosis”. Am. J.
Respir. Cell. Mol. Biol. 21, 693-700; Loitsch, S. M., Kippenberger, S., Dauletbaev, N., Wagner, T. O. y Bargon, J.
(1999) “Reverse transcription-competitive multiplex PCR improves quantification of mRNA in clinical samples-
application to the low abundance CFTR mRNA”. Clin. Chem. 45, 619-624; Vondracek, M. T., Weaver, D. A., Sarang,
Z., et al. (2002) “Transcript profiling of enzymes involved in detoxification of xenobiotics and reactive oxygen in
human normal and Simian virus 40 T antigen-immortalized oral keratinocytes”. In. J. Cancer 99, 776-782. En
realizaciones preferidas, se hacen medidas usando la misma mezcla estandarizada y dilucién del patron interno de
moldes competitivos.

Ademas, en algunas realizaciones, las medidas obtenidas usando diversos enfoques de cuantificacion son
directamente comparables cuando se usa una mezcla estandarizada comun. Por ejemplo, se obtuvieron resultados
estadisticamente similares usando una mezcla estandarizada comun y cuantificando el producto amplificado
mediante diversos tipos de electroforesis, 0 mediante separacion electroforética con un Caliper AMS 90 SE30 o
hibridando con micromatrices de acuerdo con algunas realizaciones de la presente invencion. En otro ejemplo, se
obtuvieron medidas de expresién génica reproducibles cuando se cuantificd el producto amplificado usando MALDI-
TOF MS en lugar de usar electroforesis. Ding C. y Cantor, C. R. (2003) “A high-throughput gene expression analysis
technique using competitive PCR and matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight MS”. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 100, 3059-3064.

El uso de mezclas estandarizadas puede aplicarse también a otros procedimientos para medir acidos nucleicos, por
ejemplo, en RT-PCR a tiempo real. Por ejemplo, en algunas realizaciones, obtener un cociente de producto
amplificado de un acido nucleico a producto amplificado de un molde competitivo del acido nucleico puede
comprender el uso de andlisis de RT-PCR a tiempo real. Como otro ejemplo, puede usarse una mezcla
estandarizada de acuerdo con algunas realizaciones de la presente invencidon en combinaciéon con técnicas de
molde competitivo descritas, por ejemplo, en Siebert, P. D., et al., Nature 359: 557-558 (1992); Siebert, P. D., et al.,
BioTechniques 14: 244-249 (1993) y Clontech Brochure, 1993, “Reverse Transcriptase-PCR (RT-PCR)”. Por
ejemplo, pueden desarrollarse sondas fluorescentes para uso de una mezcla estandarizada con RT-PCR a tiempo
real.

C. Uso de mezclas estandarizadas diluidas en serie

En algunas realizaciones, se usa una serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie para valorar las cantidades
de acido nucleico. “Mezclas estandarizadas diluidas en serie” puede hacer referencia a dos o mas mezclas
estandarizadas en que uno o mas de los reactivos de las mezclas estandarizadas esta diluido en serie. En algunas
realizaciones, uno o mas reactivos en las mezclas estandarizadas esta diluido en serie respecto a uno diferente o
mas de los reactivos en las mezclas. Por ejemplo, en realizaciones preferidas, se diluye en serie un molde
competitivo de un primer acido nucleico respecto a un molde competitivo de un segundo acido nucleico cuando el
segundo acido nucleico puede actuar como acido nucleico de referencia. En algunas realizaciones, el acido nucleico
de referencia puede estar presente a dos concentraciones diferentes en dos de las mezclas estandarizadas diluidas
en serie. Se hace referencia también en la presente memoria a una de las series de mezclas diluidas en serie como
“mezcla”.

La Figura 8 ilustra el uso de una serie de mezclas estandarizadas segun algunas realizaciones de la presente
invencion. En la figura, “SMIS” hace referencia a una mezcla estandarizada de patrones estandar, preparada de
acuerdo con realizaciones de la presente invencion.

El rasgo 801 ilustra una muestra, la muestra A, que comprende un numero de acidos nucleicos para medir,
correspondientes a los genes 1-12, asi como un acido nucleico que sirve como referencia, correspondiente a -
actina en esta ilustracion.

El rasgo 802 ilustra una serie de 6 mezclas estandarizadas, las mezclas A-F, que comprenden diluciones de 10
veces de moldes competitivos de diferentes genes respecto a los moldes competitivos de un gen de referencia, p-
actina en esta ilustracion.

El rasgo 803 ilustra la relacion entre moldes competitivos del acido nucleico de referencia (patrén de B-actina) en
comparacion con moldes competitivos de acidos nucleicos diana (patrones de genes 1 a 12) en las diferentes
mezclas diluidas en serie. El uso de las series puede permitir la medida de los acidos nucleicos correspondientes a
diferentes genes expresados dentro de un intervalo, por ejemplo un intervalo de mas de 6 6rdenes de magnitud.

El rasgo 804 (flechas bidireccionales) ilustra como estos diferentes acidos nucleicos de la muestra 801 estan en
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equilibrio (concretamente calibrados) con diferentes concentraciones de sus correspondientes moldes competitivos
en las diferentes mezclas. “Equilibrar” o estar en equilibrio con, como se usa en la presente memoria, puede hacer
referencia a calibrar las cantidades de dos acidos nucleicos. Por ejemplo, los genes 9 y 10 de la muestra A 801,
expresados a bajo nivel, estan en equilibrio con la mezcla E que comprende 600 moleculas/ul de molde competitivo
del gen 9y el gen 10. Los genes 9y 10 se miden preferiblemente usando la mezcla E. Los genes 6 y 7 se expresan
a mayor nivel en la muestra A 801 y estan en equilibrio con la mezcla C y la mezcla D, respectivamente. El gen 6 se
mide preferiblemente usando la mezcla C y el gen 7 se mide preferiblemente con la mezcla D.

En algunas realizaciones, el uso de una serie permite la medida de acidos nucleicos dentro de un intervalo de
concentraciones. Cuando la practica de la invencion valora la expresion génica, como en la Figura 8, algunas
realizaciones permiten la medida de la expresion génica dentro de uno o mas 6rdenes de magnitud. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, las cantidades de dos acidos nucleicos para medir varian dentro de un intervalo de menos de
aproximadamente un orden de magnitud, mas de aproximadamente un orden de magnitud o mas de
aproximadamente 2 o6rdenes de magnitud. En algunas realizaciones, las cantidades de dos acidos nucleicos
diferentes para medir, por ejemplo, los niveles de ARNm expresados a partir de dos o mas genes diferentes, varian
dentro de un intervalo de aproximadamente 3 o mas érdenes de magnitud, de aproximadamente 4 o mas 6rdenes de
magnitud, de aproximadamente 5 o mas érdenes de magnitud, de aproximadamente 6 o mas 6rdenes de magnitud o
de aproximadamente 7 o0 mas ordenes de magnitud, por ejemplo, extendiéndose un |ntervalo de aproximadamente 7
unidades logaritmicas de expresion génica que incluyen aproximadamente 10, aproximadamente 10
aproximadamente 0, 1 aproximadamente 1, aproximadamente 10, aproximadamente 10 aproximadamente 10° y
aproximadamente 10* copias/célula. En algunas realizaciones, la cantidades de dos aC|dos nucleicos diferentes para
medir varian dentro de un intervalo de aproximadamente 8 o mas, aproximadamente 9 o mas o aproximadamente 10
0 mas ordenes de magnitud, por ejemplo, extendlendose un intervalo de aproximadamente 10 unidades logaritmicas
de expresion génica de aproximadamente 10 aproximadamente 10 aproxmadamente 0,1, aproxmadamente 1,
aproximadamente 10, aproxmadamente 10?, aproxmadamente 10°, aproxmadamente 10%, aproximadamente 10° 0
aproximadamente 10° copias/célula. Dichos |ntervalos de expresion génica pueden ser |mportantes en la detecciéon
de agentes bioldgicos de guerra biolégica, por ejemplo.

El rasgo 805 ilustra una muestra diferente, la muestra B, que comprende también acidos nucleicos correspondientes
a los genes 1-2 y a p-actina.

El rasgo 806 (flechas bidimensionales) ilustra que los diferentes acidos nucleicos en la muestra B 805 estan también
en equilibrio con diferentes concentraciones de sus correspondientes moldes competitivos en las diferentes mezclas.
Un gen dado en una muestra diferente puede estar en equilibrio con la misma mezcla, permitiendo que la
experiencia pasada con la medida de un gen dado informe de la seleccion de la mezcla apropiada.

En algunas realizaciones, la serie puede comprender una dilucién en serie de 10 veces de una mezcla
estandarizada que comprende molde competitivo de mas o menos de los 12 genes de la Figura 8. Por ejemplo,
puede prepararse una serie para una mezcla estandarizada de 96 acidos nucleicos o una mezcla estandarizada que
comprende diversos numeros de acidos nucleicos como se detalla anteriormente.

En algunas realizaciones, el procedimiento para valorar una cantidad de acido nucleico implica proporcionar una
serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie que comprenden un molde competitivo del acido nucleico y un
molde competitivo de otro acido nucleico presente en un nimero de muestras que comprenden el acido nucleico, en
que los moldes competitivos estan a concentraciones conocidas uno respecto a otro; combinar una de las muestras
que comprenden el acido nucleico con una de las mezclas estandarizadas diluidas en serie; coamplificar el acido
nucleico y su molde competitivo, produciendo producto amplificado del mismo; obtener una primera relacion que
compara el producto amplificado del acido nucleico con el producto amplificado de su molde competitivo; determinar
si la relacion corresponde a un cociente dentro de aproximadamente 1:10 a aproximadamente 10:1 y, si no, repetir
las etapas de combinacion, coamplificacion, obtencién y determinacion usando una segunda de las mezclas
estandarizadas diluidas en serie. Ademas, en algunas realizaciones, pueden coamplificarse el otro acido nucleico y
su molde competitivo produciendo producto amplificado del mismo; obtenerse una segunda relacién que compara el
producto amplificado del otro acido nucleico con su molde competitivo y comparar la primera y segunda relaciones.

En algunas realizaciones, puede usarse un enfoque “en dos etapas”. Por ejemplo, en algunas realizaciones el
procedimiento comprende ademas diluir el producto amplificado de acido nucleico y su correspondiente molde
competitivo y coamplificar ademas el producto amplificado, produciendo producto amplificado adicional del mismo.

En algunas realizaciones, pueden usarse diferentes concentraciones de moldes competitivos de acido nucleico de
referencia. Por ejemplo, cuando varia la expresion de un primer acido nucleico de referencia en comparacién con un
segundo acido nucleico de referencia, el uso de mas de una concentracion puede ser provechoso para determinar la
variacion intermuestra y/o interespécimen en la expresion de los correspondientes genes de referencia. Por ejemplo,
algunas realizaciones usan dos concentraciones diferentes de moldes competitivos de GAPD, ya que la expresion
de GAPD respecto a B-actina puede variar tanto como aproximadamente 100 veces de un tipo de tejido a otro. Tener
dos concentraciones diferentes de molde competitivo de GAPD respecto a la de B-actina puede posibilitar una mejor
comparacion de GAPD con B-actina en diversas muestras.
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La Figura 9 ilustra como, en algunas realizaciones, puede usarse acido nucleico que sirve como referencia para
equilibrar una muestra con una mezcla estandarizada de la serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie.

La etapa 901 ilustra el equilibrado cuantitativo de una muestra de acido nucleico. Puede hacerse referencia también
a equilibrado cuantitativo, como se usa en la presente memoria, como calibracién cualitativa. La muestra de acido
nucleico puede diluirse proporcionando una serie de muestras diluidas en serie y seleccionarse una de las series
para combinar con la mezcla estandarizada dependiendo de la concentracion del acido nucleico de referencia en la
dilucion. Por ejemplo, en la etapa 901, se diluye en serie material de ADNc, proporcionando una serie de muestras
que tienen diluciones en serie de acido nucleico de p-actina.

La etapa 902 ilustra que se selecciona una dilucién que proporcione moléculas de molde nativo (NT) de B-actina
aproximadamente equivalentes a las moléculas de molde competitivo (CT) de B-actina en una mezcla SMIS. En
algunas realizaciones, puede diluirse un espécimen hasta que uno cualquiera (o mas) de los acidos nucleicos esta
aproximadamente equilibrado con, concretamente aproximadamente calibrado con, la cantidad de molde competitivo
de ese acido nucleico en la mezcla estandarizada. Por tanto, en realizaciones preferidas, se selecciona la primera de
una serie de muestras para combinar con la mezcla estandarizada, proporcionando un acido nucleico de referencia
calibrado o aproximadamente calibrado con su molde competitivo en la mezcla estandarizada. Puede aparecer la
calibracion aproximada cuando el acido nucleico esta dentro de un intervalo de aproximadamente 10 veces, un
intervalo de 9 veces, un intervalo de 8 veces, un intervalo de7 veces, un intervalo de 6 veces, un intervalo de 5
veces, un intervalo de 3 veces, un intervalo de 2 veces o un intervalo de 1 vez o menos, de la concentracién de
molde competitivo de ese acido nucleico particular en la mezcla estandarizada. En realizaciones preferidas, el
cociente de NT/CT para el acido nucleico de referencia esta entre aproximadamente 1:10 y aproximadamente 10:1
(por ejemplo, para que la medida esté dentro del intervalo dinamico lineal).

La Figura 10 ilustra la seleccion de una dilucién de ADNc que proporcione un acido nucleico de referencia (B-actina
en esta ilustracion) en equilibrio con 600.000 moléculas del molde competitivo del acido nucleico de referencia en la
mezcla estandarizada, por ejemplo, para que el acido nucleico pueda competir igualmente (o de forma
sustancialmente igual) con las 600.000 moléculas de molde competitivo. En realizaciones preferidas, todas las
mezclas estandarizadas de una serie dada contienen un nimero dado de moléculas de un acido nucleico particular,
permitiendo usar cualquiera de las mezclas estandarizadas en el equilibrado. Po ejemplo, A-F pueden contener cada
una molde competitivo de f-actina aproximadamente 102 M, de modo que puede usarse cualquiera de las mezclas
A-F para equilibrar con una muestra de ADNc. Tipicamente, se usa la mezcla F para equilibrar el ADNc de B-actina
en una muestra.

La Figura 11 ilustra una serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie que comprenden una o mas mezclas en
que 1 pl contiene 600.000 moléculas de molde competitivo de B-actina, correspondiente a 1 yl de una mezcla
estandarizada que contiene molde competitivo de 3-actina 10> M. En ese caso, por ejemplo, puede diluirse material
de ADNc hasta calibrar 1 pyl con 600.000 moléculas de molde competitivo de B-actina. Tipicamente, esta es la
cantidad de ADNc derivado de 100 a 1.000 células en el caso de B-actina. Aunque el nimero de copias de ARNm de
B-actina/célula varia de una célula a otra, usando una estimacion conservadora de 600 copias de ARNm de B-
actina/célula y suponiendo una eficacia de la transcripcion inversa del 10 %, una muestra de ADNc que contiene
600.000 moléculas de ADNc de B-actina puede derivar de 1.000 células.

Esta cantidad puede usarse para proporcionar suficiente ADNc para cuantificar genes expresados a bajos niveles,
por ejemplo, genes expresados con bajo niumero de copias, por ejemplo, a aproximadamente 0,1 copias/célula, 0,05
copias/célula y/o 0,01 copias/célula. Con el ADNc de referencia en equilibrio con B-actina aproximadamente 10" M
en la reaccion PCR, algunas realizaciones pueden cuantificar el acido nucleico de muestra que esta en equilibrio con
su CT aproximadamente 10"® M 0 menos. En algunas realizaciones especificas, cuando el ADNc de referencia esta
en equilibrio con B-actina aproximadamente 10" M en un volumen de reaccion PCR de 10 pl, puede haber
aproximadamente 600.000 moléculas de NT de B-actina y aproximadamente 600.000 moléculas de CT de B-actina
en la reaccion, y el nimero de moléculas de acido nucleico de muestra en equilibrio con su CT aproximadamente 10
Mo aproximadamente 10" M puede ser de aproximadamente 60 o aproximadamente 6, respectivamente.
Aproximadamente 60 o aproximadamente 6 moléculas de acido nucleico pueden traducirse en aproximadamente 0,1
a aproximadamente 0,01 moléculas/célula.

Este equilibrado puede proporcionar al menos aproximadamente 10 copias presentes el inicio de la amplificacion
evitando, por ejemplo, problemas estequiométricos. En algunas realizaciones, cuando se busca menos sensibilidad,
puede usarse menos ADNc. Por ejemplo, en algunas realizaciones, puede usarse una cantidad de ADNc
aproximadamente en equilibrio con 60.000 moléculas de CT de B-actina, permitiendo un consumo reducido de
ADNCc, por ejemplo por aproximadamente 10 veces.

Puede seleccionarse la primera de las mezclas estandarizadas diluidas en serie para combinar con la muestra de
acido nucleico. La Figura 12 ilustra que puede usarse la mezcla E inicialmente, basandose en los niveles de
expresion de la mayoria de genes. Parece haber una distribucién estequiométrica y/o estocastica de la expresion
entre genes (véase, por ejemplo, Kuznetsova, et al., “General Statistics of Stochastic Process of Gene Expression in
Eukaryotic Cells”, Genetics, vol. 161, 1321-1332, julio de 2002), con una media aproximadamente 2 érdenes de
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magnitud menor que la expresion de B-actina, por ejemplo, en células epiteliales bronquiales humanas. Sin limitarse
a una teoria y/o hipétesis dada, la distribucion de los niveles de expresion génica en células indica que los
transcritos de ARNm de muchos genes estaran equilibrados con la mezcla E en algunas realizaciones.

La Figura 12 ilustra ademas que el uso de una serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie de algunas
realizaciones puede permitir la medida de la expresién génica dentro del espectro completo observado. Como la
Figura 12 ilustra mediante una codificacién por color, pueden usarse diferentes mezclas para medir los genes
expresados a diferentes niveles con buena reproducibilidad. Debido a que hay de aproximadamente 100 a
aproximadamente 1.000 copias/célula de B-actina para la mayoria de tipos celulares, este nivel de sensibilidad
permite la medida de una molécula por aproximadamente 100 a aproximadamente 1.000 células. En el otro extremo
del espectro de expresion, una mezcla estandarizada que comprende concentraciones mayores de moldes
competitivos puede permitir la medida de genes mas altamente expresados. Por ejemplo, la mezcla A en algunas
realizaciones puede permitir la medida de mas de 10" moléculas/10° moléculas de B-actina (de aproximadamente
1.000 a aproximadamente 10.000 copias/célula). Los ejemplos de genes expresados a estos niveles incluyen UGB
(Genbank n°® U01101) y vimentina (X56134).

En ofras realizaciones, puede usarse inicialmente una mezcla diferente basandose en la experiencia pasada y/o la
prediccion de las cantidades de acido nucleico esperadas. Por ejemplo, pueden usarse inicialmente mezcla A,
mezcla B, mezcla C, mezcla E o mezcla F. En realizaciones preferidas, la mezcla seleccionada es aquella que
contiene una concentracion de molde competitivo que es probable que se calibre aproximadamente (por ejemplo,
dentro de un intervalo de aproximadamente 10 veces) con el gen o genes que se estan valorando. En realizaciones
preferidas, puede seleccionarse una mezcla estandarizada apropiada basandose en los datos de algunas
realizaciones de bases de datos de expresion estandarizadas descritas en la presente memoria.

Después de combinar una muestra que comprende un acido nucleico para medir con una de las series de mezclas
estandarizadas diluidas en serie, pueden coamplificarse entonces el acido nucleico y su molde competitivo, por
ejemplo, como se describe con detalle anteriormente. También como se describe anteriormente, puede obtenerse un
cociente que compara la cantidad de producto amplificado del acido nucleico con la cantidad de producto
amplificado de su correspondiente molde competitivo. Aunque el acido nucleico de referencia en la muestra se
equilibré6 con su molde competitivo en la mezcla, el acido nucleico diana no puede equilibrarse. Cuando las
cantidades de producto amplificado de un acido nucleico diana y de su molde competitivo difieren en gran medida,
puede repetirse la coamplificaciéon usando una mezcla diferente de la serie de mezclas diluidas en serie. Es decir,
puede seleccionarse una segunda y/o posterior mezcla estandarizada diluida en serie para combinar con la muestra
de acido nucleico.

La Figura 13 ilustra una situacion en que la mezcla inicial no proporcionaba molde competitivo del acido nucleico
diana suficientemente en equilibrio con la cantidad de acido nucleico diana en la dilucién de ADNc. El acido nucleico
diana en esta ilustracion corresponde a c-myc; IS hace referencia a un patrén interno de molde competitivo. Como
ilustra la Figura 12, el producto amplificado de NT de c-myc no esta dentro de aproximadamente 10 veces la
cantidad de producto amplificado de CT de c-myc. En algunas realizaciones, el software determina el area bajo la
curva para NT y CT y calcula el cociente de NT/CT para el acido nucleico diana.

En realizaciones preferidas, la siguiente mezcla seleccionada de la serie estd basada en el cociente obtenido
cuando se compara el producto amplificado del acido nucleico diana con el producto amplificado de su molde
competitivo. Por ejemplo, cuando el cociente es de menos de aproximadamente 1/10, se usara posteriormente una
mezcla mas diluida de la serie; cuando la proporcion NT/CT es de mas de aproximadamente 10/1, se usara una
mezcla mas concentrada de la serie. La Figura 12 ilustra la situacion en que se obtiene un cociente alto, indicando
que deberia usarse a continuacion una mezcla mas concentrada, por ejemplo la mezcla C. En algunas realizaciones,
puede usarse software para determinar automaticamente cual mezcla deberia seleccionarse a continuacion.

La Figura 14 ilustra ademas la seleccion de la mezcla C. El cociente de NT/CT obtenido para el acido nucleico diana
(c-myc en esta ilustracion) se representa en una grafica. La posicion en la grafica puede indicar cual mezcla deberia
usarse para el acido nucleico expresado a ese nivel. En algunas realizaciones, descritas con mas detalle a
continuacion, el software comunica automaticamente la mezcla correcta para usar a un robot.

Puede combinarse entonces otra muestra del acido nucleico, por ejemplo a la misma dilucion de ADNc, con la
mezcla estandarizada diluida en serie seleccionada posteriormente. Después de combinar, pueden coamplificarse el
acido nucleico y su molde competitivo, por ejemplo como se describe con detalle anteriormente. También como se
describe anteriormente, puede obtenerse un cociente que compara la cantidad de producto amplificado del acido
nucleico con la cantidad de producto amplificado de su correspondiente molde competitivo.

La Figura 15 ilustra la situacion en que la siguiente mezcla seleccionada proporciona molde competitivo del acido
nucleico diana suficientemente en equilibrio con la cantidad de acido nucleico diana a la dilucién de ADNc. Como
ilustra la Figura 15, el producto amplificado de NT de c-myc esta dentro de aproximadamente una cantidad de 10
veces el producto amplificado de CT de c-myc. En algunas realizaciones, el software determina el area bajo la curva
para NT y CT y calcula el cociente de NT/CT para el acido nucleico diana. En algunas realizaciones, el software
puede comparar también este cociente con el cociente de NT/CT del acido nucleico que sirve como referencia.
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En realizaciones preferidas, la cantidad de ADNc de muestra puede mantenerse constante mientras se usa una
mezcla estandarizada diferente. Como otro ejemplo, si se usaba mezcla D y la cantidad de producto amplificado de
NT era mas de 10 veces mayor que la del correspondiente CT, el experimento puede repetirse con la misma
cantidad de partida de ADNc, pero usando la mezcla C, que tiene una concentracion aproximadamente 10 veces
mayor del molde competitivo, 0 mezcla A o mezcla B. Cuando la cantidad de producto amplificado es menos de 10
veces menor que la del correspondiente CT, el experimento puede repetirse con la misma cantidad de partida de
ADNCc, pero usando mezcla E o mezcla F. La mezcla mas diluida y/o la mezcla mas concentrada seleccionadas
pueden ser la siguiente mezcla mas diluida y/o mas concentrada en la serie o una mezcla diluida en serie diferente
en la serie dependiendo, por ejemplo, de la magnitud del cociente obtenido.

Una realizacion altamente preferida, en términos de consumo de ADNc y coste reducido, implica el uso de 1 ul de
ADNCc equilibrado en la ronda 1 de un proceso en dos etapas con cada una de las seis mezclas de molde
competitivo (A-F); el uso de 10 nl del producto amplificado en la ronda 1 en paralelo con un volumen de 100 nl de
amplificaciones de la ronda 2 para medir las cantidades de todos los 96 acidos nucleicos usando la mezcla E (que
contiene moldes competitivos a una concentracion que estara en equilibrio con la mayoria de genes) y la repeticion
de las etapas anteriores para los acidos nucleicos que no estan en equilibrio con la mezcla E usando la mezcla
apropiada.

Cuando se usa una mezcla apropiada, puede valorarse la cantidad de acido nucleico diana de acuerdo con los
procedimientos descritos en la presente memoria. La Figura 16 ilustra el calculo de el “cociente de cocientes” basado
en los datos obtenidos usando una mezcla apropiada.

La Figura 17 ilustra una serie de electroferogramas, por ejemplo, como pueden obtenerse en realizaciones
preferidas, en que se valoran conjuntamente multiples acidos nucleicos. Se proporcionan en el ejemplo |l siguiente
detalles adicionales respecto a la practica de diversos esquemas de etapas anteriores.

Como se indica anteriormente, en algunas realizaciones el procedimiento para valorar acidos nucleicos usando una
serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie esta informatizado. La Figura 18 ilustra esquematicamente un
sistema global para valorar acidos nucleicos, una o mas etapas del cual pueden estar informatizadas en diversas
realizaciones.

En la etapa (a), un programa de software puede determinar la concentracion deseada de reactivos de molde
competitivo para usar. Esta etapa puede comprender seleccionar una dilucion de muestra y/o seleccionar una
mezcla de la serie de mezclas diluidas en serie para combinar. Por ejemplo, la informatizacion puede comprender
instruir a un manipulador robético para seleccionar la primera de las mezclas estandarizadas diluidas en serie para
combinar, por ejemplo la mezcla E como se detalla anteriormente.

En la etapa (b), un programa de software puede causar que al menos un reactivo se dispense en uno o mas
recipientes, en los que se van a realizar las reacciones de amplificacion, y el producto amplificado pueda dirigirse a
un dispositivo adecuado para separar, identificar y/o marcar, por ejemplo, mediante flujo a una maquina de
electroforesis capilar de microfluidos (CE). En algunas realizaciones, esta etapa puede comprender instruir a un
manipulador robético para dispensar una mezcla seleccionada y/o dilucion de muestra a un recipiente, coamplificar
los acidos nucleicos y sus correspondientes moldes competitivos y separar el producto amplificado.

En la etapa (c), puede analizarse la informacién respecto a los productos amplificados separados. Por ejemplo, la
etapa (c) puede comprender obtener una relacion que compara el producto amplificado de un acido nucleico con el
producto amplificado de su molde competitivo. Por ejemplo, después de suficiente electroforesis en gel, puede
digitalizarse automaticamente la imagen de los geles y analizarse automaticamente la imagen para valorar las
cantidades de producto amplificado, por ejemplo, determinando automaticamente el area bajo las curvas. Por
ejemplo, el software puede determinar el area bajo la curva para NT y CT de un acido nucleico dado y calcular el
cociente de NT/CT.

En algunas realizaciones, se incorporan las etapas de calculo a una hoja de calculo. Por ejemplo, en algunas
realizaciones un usuario puede introducir los valores brutos (por ejemplo, de alturas maximas o area bajo la curva)
para los productos de PCR NT, CT y heterodiméricos de un gen dado para medir en una hoja de calculo, y puede
calcularse automaticamente el valor de expresion del gen. En algunas realizaciones, puede usarse software para
introducir automaticamente los valores del producto amplificado por NT y CT para cada uno o mas acidos nucleicos
para medir en una hoja de calculo, calculando automaticamente un valor numérico, por ejemplo, un valor numérico
correspondiente a la expresion génica.

La informacion de la etapa (c) puede proporcionarse en un “informe” enviado a una “base de datos” y/o enviarse a la
etapa (d), que puede repetir el proceso para analisis adicional de los datos recibidos. Por ejemplo, si el cociente
calculado no esta dentro del intervalo deseado (por ejemplo, dentro de un cociente de aproximadamente 1:10 a
aproximadamente 10:1), como se describe anteriormente, puede elegirse una nueva concentracion deseada de
reactivos de molde competitivo (concretamente, diferente de las concentraciones originales seleccionadas en la
etapa (a)) y repetirse la etapas (b)-(c). En algunas realizaciones, puede usarse software para determinar
automaticamente cual mezcla deberia seleccionarse a continuacion, basandose en las consideraciones descritas
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anteriormente. En algunas realizaciones, un programa de software puede instruir a un manipulador robético para
combinar una muestra con la nueva mezcla.

Se describe también en la presente memoria un programa informatico para ejecutar ciertas realizaciones de
procedimientos de la presente invencion. El programa informatico incluye un medio legible informaticamente e
instrucciones almacenadas en el medio legible informaticamente. Se describe ademas que las instrucciones incluyen
una o mas de las etapas indicadas anteriormente. El programa informatico puede incluir ademas instrucciones para
dispensar el producto amplificado a matrices para medida, asi como instrucciones para marcar fluorescentemente
producto amplificado y/o acido nucleico con el que hibridan. El producto amplificado puede marcarse, por ejemplo,
marcando uno mas nucledtidos en la reaccion de amplificacion con un resto detectable, por ejemplo un resto
fluorescente. El programa informatico puede incluir adicionalmente instrucciones para medir cantidades de acido
nucleico, por ejemplo, comparando las intensidades fluorescentes de las matrices del producto amplificado de un
acido nucleico dado y su molde competitivo.

D. Relacion sustancialmente constante

Algunas realizaciones de la presente invencion descritas anteriormente proporcionan una relaciéon para valorar el
acido nucleico en que la relacién permanece constante o sustancialmente constante mas alla de la fase exponencial
de amplificacion. En las amplificaciones de acido nucleico, por ejemplo PCR, la cantidad de producto amplificado
puede dejar de aumentar exponencialmente después de un ndmero indefinido de ciclos. Por ejemplo, en cierto punto
y por razones desconocidas, puede limitarse la reaccion de amplificacion y puede aumentar la cantidad de producto
amplificado a una velocidad desconocida y/o no exponencial. Por ejemplo, la velocidad de amplificacion por PCR
puede ser baja en los ciclos tempranos cuando la concentracion de los moldes es baja. Después de un numero
impredecible de ciclos, la reaccion puede entrar en una fase de amplificacion lineal logaritmica. En los ciclos tardios,
la velocidad de amplificacion puede retardarse a medida que la concentracion de productos de PCR se vuelve
mayor, por ejemplo, suficientemente alta para competir con los cebadores por la unidon a moldes. Se ha resefiado
que el rendimiento del producto amplificado en reacciones PCR, por ejemplo, varia tanto como 6 veces entre
muestras idénticas procesadas simultaneamente. Gilliland, G., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 87: 2725-2729, 1990. Las
técnicas de PCR se describen en general en las patentes de EE.UU. n°® 4.683.195, 4.683.202 y 4.965.188. Otros
investigadores han analizado muestras amplificadas durante un numero de ciclos conocido por proporcionar
amplificacion exponencial (Horikoshi, T., et al., Cancer Res. 52: 108-116 (1992); Noonan, K. E., et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. 87: 7160-7164 (1990); Murphy, L. D., et al., Biochemistry 29: 10351-10356 (1990); Carre, P. C, et al., J.
Clin. Invest. 88: 1802-1810 (1991); Chelly, J., et al., Eur. J. Biochem. 187: 691-698 (1990); Abbs, S., et al., J. Med.
Genet. 29: 191-196 (1992); Feldman, A. M. et al., Circulation 83: 1866-1872 (1991). Algunas realizaciones de la
presente invencion permiten la cuantificaciéon de la amplificaciéon por PCR en cualquier fase del proceso de PCR,
incluyendo la fase de meseta.

Algunas realizaciones de la presente invencion se refieren a obtener una relaciéon constante (o sustancialmente
constante) mas alla de la fase exponencial de amplificacion de acido nucleico, permitiendo asi determinar la cantidad
inicial de acido nucleico por extrapolacién a partir de las cantidades de punto final de producto amplificado. En
algunas realizaciones, la fase exponencial para amplificar el acido nucleico no tiene que definirse para cada conjunto
de condiciones experimentales, ahorrando tiempo y materiales. Por ejemplo, algunas realizaciones no implican
medidas a tiempo real. Algunas realizaciones no implican la generaciéon de una curva patrén y/o la generacion de
multiples curvas patrén, por ejemplo, cuando la curva patrén se usa para determinar el intervalo exponencial de
amplificacién para un acido nucleico dado para medir y/o cuando las curvas patron comparan las cantidades
medidas de un acido nucleico con otro.

Las Figuras 19 y 20 ilustran cémo ciertas realizaciones de la presente invenciéon pueden proporcionar una relacion
constante o sustancialmente constante usando medidas de punto final mas allda de la fase exponencial de
amplificacion. Los datos mostrados en las graficas se obtuvieron como se detalla en el Ejemplo Ill siguiente. La
Figura 19 ilustra que la cantidad de producto amplificado frente a cantidad de partida total de ARN no permanece
lineal al aumentar las cantidades de ARN, por ejemplo, mas alla de la fase exponencial de amplificacion. Es decir,
existe una relaciéon no lineal entre la cantidad de producto amplificado (cuadrados blancos: glutation peroxidasa
GSH-Px; cuadrados negros: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa GAPDH) y la cantidad de partida total de ARN
para cantidades crecientes de ARN, por ejemplo, mas alla de la fase exponencial de amplificacion. Las lineas rectas
representan las cantidades tedricas de producto de PCR (GSH-Px o GAPDH) que se obtendrian si la amplificacion
permaneciera exponencial a lo largo del proceso de amplificacion.

La Figura 20 ilustra que puede obtenerse una relacion lineal cuando se representa el cociente de (producto
amplificado de acido nucleico/producto coamplificado de su molde competitivo) frente a la cantidad de partida total
de ARN para el primer y segundo acidos nucleicos correspondientes a GSH-Px (cuadrados blancos) y GAPDH
(cuadrados negros), respectivamente. La Figura 20 ilustra dos relaciones lineales (o sustancialmente lineales) para
dos acidos nucleicos diferentes, coamplificada cada una con su molde competitivo respectivo, con r, = 0,982 para
GSH-Px y r, = 0,973 para GAPDH para el intervalo de ARN total estudiado.

La Figura 21 ilustra que la relacién de (producto amplificado del primer acido nucleico/producto coamplificado de su
molde competitivo)/(producto amplificado del segundo acido nucleico/producto coamplificado de su molde
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competitivo) a cantidad de partida total de ARN permanece constante, o sustancialmente constante, para dos acidos
nucleicos diferentes cuando se amplifican de acuerdo con diversas realizaciones de la presente invencién. En
consecuencia, algunas realizaciones de la presente invenciéon usan una relacion que compara al menos dos
relaciones de al menos dos acidos nucleicos en una muestra, a saber, una primera relacién que compara el producto
amplificado de un primer acido nucleico con el producto coamplificado de un molde competitivo del primer acido
nucleico, y una segunda relacion que compara el producto amplificado de un segundo acido nucleico con el producto
coamplificado de un molde competitivo del segundo acido nucleico. Se proporcionan anteriormente detalles
adicionales de algunas de estas coamplificaciones. En algunas realizaciones, la relaciéon buscada compara ademas
el producto amplificado de un nimero de otro(s) acido(s) nucleico(s) con el producto coamplificado del (de los)
molde(s) competitivo(s) de dicho nimero de otro(s) acido(s) nucleico(s).

E. Sensibilidad

Algunas realizaciones de la presente invencion descritas anteriormente proporcionan una relacion para valorar acido
nucleico en que la relacién con sensibilidad. La sensibilidad puede definirse como la capacidad de un procedimiento
de producir un cambio en la sefial por un cambio definido en la cantidad de analito, concretamente, la pendiente de
una curva de calibracion. Algunas realizaciones de la presente invencidon proporcionan una pendiente mayor de
aproximadamente 0,1, mayor de aproximadamente 0,2, mayor de aproximadamente 0,5 o mayor de
aproximadamente 0,8. Algunas realizaciones preferidas de la presente invencién proporcionan una pendiente de
aproximadamente 1/1.

Por ejemplo, algunas realizaciones de la presente invencién proporcionan una relacion capaz de detectar una
diferencia de menos de aproximadamente 2 veces, una diferencia de menos de aproximadamente 1 vez, una
diferencia de menos de aproximadamente un 80 %, una diferencia de menos de aproximadamente un 50 %, una
diferencia de menos de aproximadamente un 30 %, una diferencia de menos de aproximadamente un 20 %, una
diferencia de menos de aproximadamente un 10 %, una diferencia de menos de aproximadamente un 5 % o una
diferencia de menos de aproximadamente un 1%. Dichas sensibilidades pueden corresponder a la identificacion de
cambios pequefios en la expresion génica.

En algunas realizaciones, pueden detectarse una o mas de estas diferencias en aproximadamente 1.000 moléculas
o menos del acido nucleico en la muestra, por ejemplo, en aproximadamente 800, en aproximadamente 600 o en
aproximadamente 400 moléculas. En algunas realizaciones, pueden detectarse una o mas de estas diferencias en
aproximadamente 100 moléculas o menos (por ejemplo, en aproximadamente 60 moléculas), en aproximadamente
10 moléculas o menos (por ejemplo, en aproximadamente 6 moléculas) o en aproximadamente 1 molécula o menos
de acido nucleico en una muestra. En algunas realizaciones, pueden detectarse una o mas de estas diferencias en
menos de aproximadamente 10.000.000, menos de aproximadamente 5.000.000, menos de aproximadamente
1.000.000, menos de aproximadamente 500.000, menos de aproximadamente 100.000, menos de aproximadamente
50.000, menos de aproximadamente 10.000, menos de aproximadamente 8.000, menos de aproximadamente 6.000,
menos de aproximadamente 5.000, o menos de aproximadamente 4.000 moléculas de acido nucleico en una
muestra.

Algunas realizaciones, como se describe anteriormente, valoran acidos nucleicos dentro de un intervalo de
concentraciones, por ejemplo, valoran la expresion génica dentro de uno o mas 6rdenes de magnitud de expresion
génica. En algunas de dichas realizaciones, la valoracion detecta una diferencia de menos de aproximadamente 2
veces dentro del intervalo. En algunas realizaciones, la valoracion detecta una diferencia de menos de
aproximadamente 1 vez dentro del intervalo, una diferencia de menos de aproximadamente un 80 %, una diferencia
de menos de aproximadamente un 50 %, una diferencia de menos de aproximadamente un 30 %, una diferencia de
menos de aproximadamente un 20 %, una diferencia de menos de aproximadamente un 10 %, una diferencia de
menos de aproximadamente un 5 % o una diferencia de menos de aproximadamente un 1 % dentro del intervalo.

Las sensibilidades descritas en la presente memoria pueden conseguirse por algunas de las realizaciones de la
presente invencion.

F. Reproducibilidad.

En realizaciones preferidas, los procedimientos para valorar un acido nucleico son reproducibles. Algunas
realizaciones, por ejemplo, proporcionan un coeficiente de variacion de menos de aproximadamente un 25 % entre
muestras de un acido nucleico. En algunas realizaciones, el coeficiente de variacion es de menos de
aproximadamente un 50 %, menos de aproximadamente un 30 %, menos de aproximadamente un 25 %, menos de
aproximadamente un 20 %, menos de aproximadamente un 15 %, menos de aproximadamente un 10 %, menos de
aproximadamente un 5 % o menos de aproximadamente un 1 % entre 2 o mas muestras de acido nucleico. Dichos
coeficientes de variacion pueden obtenerse en algunas realizaciones en que se amplifican y/o se valoran las 2
muestras en diferentes momentos, por ejemplo, en diferentes dias; en el mismo o diferentes experimentos en el
mismo laboratorio y/o en diferentes experimentos en diferentes laboratorios y/o cuando las muestras se obtienen a
partir de diferentes sujetos y/o diferentes especies. Las realizaciones preferidas de la presente invencion
proporcionan reproducibilidad tanto intra- como interlaboratorio (M.T. Vondracek, D.A. Weaver, Z. Sarang et al., Int.
J. Cancer 99, 776-782 (2002)) que es suficiente para detectar diferencias de menos de 2 veces en la expresion
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génica. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la correlacion de varianza interlaboratorio era de 0,48, por ejemplo, a
partir de medidas de expresiéon génica que usan una muestra de ADNc de A459 tomada en diferentes laboratorios
en diferentes momentos, que se extienden casi un afio. En algunas realizaciones, por ejemplo realizaciones que
usan electroforesis capilar de microcanales, la correlacion de varianza se reducia a 0,26. Se proporcionan en el
Ejemplo |V siguiente detalles adicionales de un estudio para evaluar la reproducibilidad.

En algunas realizaciones, la reproducibilidad entre muestras permite el uso de menos tubos de dilucién. En algunas
realizaciones, puede usarse un solo tubo, simplificando los procedimientos y permitiendo la evaluacion de muchas
muestras diferentes a la vez.

En algunas realizaciones, incluyendo patrones internos de molde competitivo en una mezcla estandarizada comun
usada en diferentes medidas, pueden controlarse una o mas fuentes de variacion. Las fuentes de variacion incluyen,
por ejemplo, variaciéon por la carga de ADNc, eficacia de amplificacion intraacido nucleico, eficacia de amplificacion
interacido nucleico, eficacia de amplificacion interespécimen, eficacia de amplificacion intermuestra y/o eficacia de
amplificacion intramuestra. Por ejemplo, algunas realizaciones que usan Agilent 2100 Bioanalyzer proporcionan un
CV de reproducibilidad intralaboratorio de menos de aproximadamente 0,25 rutinariamente, con una sensibilidad
comparable a la electroforesis en gel plano.

La Figura 22 tabula una serie de fuentes de variacion y procedimientos de control

La variacion de la carga de ADNc puede ser el resultado de la variacion en el pipeteado, toma de alicuotas,
cuantificaciéon y/o transcripcion inversa. Por ejemplo, pueden aparecer errores cuando se toman alicuotas de
material de ARN en recipientes para efectuar la transcripcion inversa. Aunque la eficacia de la transcripcion inversa
puede variar de una muestra a otra, la representacién de un acido nucleico a otro en una muestra no tiene que variar
entre diferentes transcripciones inversas.

Por ejemplo, la eficacia de la transcripcion inversa puede variar de aproximadamente 5 a aproximadamente 90 %
(Simmonds et al., 1990). La variacion en la eficacia de la transcripcion inversa, sin embargo, puede afectar a
diferentes transcritos de la misma o sustancialmente la misma manera (Willey et al., 1998; Loitsch et al., 1999). En
un experimento, por ejemplo, se midié la expresion génica en 5 transcripciones inversas diferentes de una muestra
dada de ARN de la linea celular de carcinoma no microcitico SW900. El nivel medio de expresion obtenido fue de
3.600 moléculas/10® moléculas de B-actina con un CV de 0,26, no mayor que si se hubieran realizado medidas
duplicadas en ADNCc resultante de una sola transcripcion inversa. Sin embargo, si las reacciones de transcripcion
inversa y amplificacion se llevan a cabo en diferentes recipientes, pueden aparecer errores cuando se pipetea ADNc
de la transcripcion inversa a los recipientes de PCR individual. Es decir, sin limitarse a una teoria y/o hipétesis
particular, el efecto de la variacion en la transcripcion inversa puede ser el mismo que si se cargaran diferentes
niveles de ADNc en una reaccién PCR. Controlar la carga de ADNc puede controlar entonces la variaciéon de la
eficacia de la transcripcion inversa.

La variacion de la eficacia de amplificacion intraacido nucleico puede ser el resultado, por ejemplo, de la variacion de
ciclo a ciclo, por ejemplo, cuando diferentes ciclos de amplificacion muestran diversas fases temprana lenta,
logaritmica lineal y/o tardia lenta de meseta, como se describe anteriormente. Cuando se mide la expresion génica,
la eficacia de amplificacion intraacido nucleico puede hacer referencia a la eficacia de amplificacion intragén,
concretamente por ejemplo, la variacion en amplificaciones repetidas de ADNc correspondiente a un gen dado.

La variacién de la eficacia de amplificacion interacido nucleico puede hacer referencia a la eficacia de amplificacion
intergén, por ejemplo, cuando la eficacia a la que se amplifica un gen dado difiere de aquella a la que se amplifica un
gen diferente. Dichas diferencias pueden estar causadas, por ejemplo, por diferencias en los cebadores usados para
amplificar los diferentes genes medidos en la misma y/o diferentes muestras. Por ejemplo, la eficacia de un par de
cebadores, por ejemplo como se define por el umbral minimo de deteccién (LDT), no puede ser predecible, y puede
variar mas de aproximadamente 100.000 veces (desde menos de aproximadamente 10 moléculas a
aproximadamente 10® moléculas) en algunas realizaciones.

También un lote defectuoso (por ejemplo, en que ha aparecido degradacion de cebadores y/o moldes competitivos)
0 una concentracion inapropiada de cebadores causaria la variacion de la amplificacion por PCR de un acido
nucleico respecto a otro. En algunas realizaciones, la concentracion de molde competitivo es pequefia (por ejemplo,
en el intervalo femtomolar) de modo que cualquier cambio en el nimero de moléculas presentes en la reaccion
puede introducir una gran fuente de error. La presencia de un inhibidor podria alterar la eficacia de amplificaciéon por
PCR de un acido nucleico, por ejemplo, un gen, en comparacion con otro.

La variacion en la eficacia de amplificacion interespécimen puede estar causada, por ejemplo, por la presencia
variable de un inhibidor (por ejemplo, un inhibidor de PCR) en diferentes especimenes. Los inhibidores de
reacciones PCR incluyen, por ejemplo, hemo. Akane, A., Matsuara, K., Nakamura, H., Takahashi, S. y Kimura, K.
(1994) “Identification of the heme compound co purified with deoxyribonucleic acid (DNA) from blood stains, a major
inhibitor of polymerase chain reaction (PCR) amplification”. J. Forensic Sci. 39, 362-372; Zhu, Y. H., Lee, H. C, y
Zhang, L. (2002) “An examination of heme action in gene expression: Heme and heme deficiency affect the
expression of diverse genes in erythroid K562 and neuronal PC12 cells”. DNA Cell Biol. 21, 333-346. Ademas, la
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eficacia de amplificacion para diferentes genes puede afectarse en diferentes grados en diferentes muestras y/o
especimenes. Meijerink, J., Mandigers, C, van de Locht, L., et al. (2001) “A novel method to compensate for different
amplification efficiencies between patient DNA samples in quantitative real-time PCR”. J. Mol. Diagn. 3, 55-61;
Giulietti, A., Overbergh, L., Valckx, D., et al. (2001) “An overview of real-time quantitative PCR: applications to
quantify cytokine gene expression”. Methods 25, 386-401. Dichas diferencias pueden dar como resultado la variacion
de la medida del mismo o diferentes acidos nucleicos (por ejemplo, el mismo o diferentes genes) en el mismo o
diferentes especimenes y/o muestras. Por ejemplo, un inhibidor de PCR dado puede tener poco efecto sobre la
amplificacion de un gen poco expresado, por ejemplo GSTM3. El mismo inhibidor de PCR puede tener un mayor
efecto, por ejemplo un efecto significativamente mayor, sobre la amplificacion de un gen mas altamente expresado,
por ejemplo, ERBB2, incluyendo, por ejemplo, evitar la amplificacion o reducir la amplificacién a niveles no
detectables.

La variacién en la amplificacion intermuestra puede hacer referencia a la variacién interreaccion o a la variacion de
pocillo a pocillo en las medidas repetidas del mismo o diferentes acidos nucleicos (por ejemplo, el mismo o
diferentes genes). La variacion de la eficacia de amplificacion intermuestra puede ser el resultado, por ejemplo, de la
presencia variable de un inhibidor (por ejemplo, un inhibidor de PCR) en diferentes recipientes de reaccion, de la
variacion de la temperatura de ciclado entre las diferentes regiones de un bloque termociclador, de la calidad
variable de uno o mas reactivos de PCR o de las concentraciones variables de uno o mas reactivos de PCR (por
ejemplo, cebadores).

Una o mas de estas fuentes de variacion pueden reducir la eficacia de amplificaciéon por PCR en un pocillo hasta el
punto en que no pueda observarse producto de PCR en ese pocillo. Algunas realizaciones de la presente invencion
permiten reconocer este tipo de error, por ejemplo realizaciones que usan una mezcla estandarizada que comprende
molde competitivo aproximadamente 10" M del &cido nucleico que se busca amplificar. En un volumen de reaccién
PCR de 10 ul, aproximadamente 10" M representa aproximadamente 60 moléculas. Con aproximadamente 60
moléculas de patrén interno presentes en la reaccion PCR y los componentes de la reaccion PCR funcionando
apropiadamente, si un acido nucleico no esta presente en una muestra, se observara el producto amplificado del
molde competitivo, pero no el producto amplificado del acido nucleico. Esto puede indicar que habia menos de
aproximadamente 6 moléculas (aproximadamente 10 veces menos que el nimero de moléculas de molde
competitivo) de acido nucleico en la muestra. Por otro lado, si no es detectable el producto amplificado ni del acido
nucleico ni de su molde competitivo, puede determinarse que la eficacia de la reaccion PCR era subdptima.

La variacion de la amplificacion intramuestra puede hacer referencia a la variacion intrarreaccion, por ejemplo, la
eficacia de amplificacion variable en una reacciéon dada usando una muestra dada. La variacion de la eficacia de
amplificacion intramuestra puede ser el resultado, por ejemplo, de la variacion de la eficacia del termociclador en
diversas posiciones dentro del termociclador, y puede introducir variacién cuando se miden cantidades del mismo o
diferentes acidos nucleicos (por ejemplo, expresion del mismo o diferentes genes) en la misma o diferentes muestras
y/o especimenes.

Algunas realizaciones para medir acidos nucleicos controlan la variacion causada por una o mas de las fuentes de
variacion seleccionadas de carga de ADN, eficacia de amplificacion intraacido nucleico, eficacia de amplificacion
interacido nucleico, eficacia de amplificacion interespécimen, eficacia de amplificacion intermuestra y eficacia de
amplificacion intramuestra. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el uso de una mezcla estandarizada y/o una serie
de mezclas estandarizadas diluidas en serie puede proporcionar el control.

Algunas realizaciones preferidas controlan una o mas fuentes de variacion sin el uso de medidas a tiempo real
obtenidas usando andlisis cinético (por ejemplo, medidas de PRC a tiempo real). Por ejemplo, obtener un “cociente
de cocientes” en algunas realizaciones no implica tomar medidas a tiempo real. Algunas realizaciones preferidas
controlan una o mas fuentes de variacion sin generar una o mas curvas patron. Por ejemplo, obtener un “cociente de
cocientes” en algunas realizaciones no implica generar una curva patrén. En realizaciones mas preferidas, se
controlan una o mas fuentes de error usando procedimientos que no implican medidas a tiempo real ni la generacion
de una curva patron. En realizaciones ain mas preferidas, se controlan dos o mas, tres o mas, cuatro o mas, cinco o
mas o seis fuentes de variacién sin medidas a tiempo real ni la generacién de una curva patrén.

La Figura 23 ilustra el control de una o mas de estas fuentes de error en algunas realizaciones en comparacion con
la RT-PCR a tiempo real en dos especimenes diferentes en cuatro experimentos diferentes. En la Figura 23, se hace
referencia a los acidos nucleicos que se estan midiendo como molde nativo (NT), se hace referencia al molde
competitivo para cada uno como CT y el segundo acido nucleico sirve como acido nucleico de referencia.

La Figura 23 ilustra el producto amplificado de molde nativo y molde competitivo para un primer y un segundo acidos
nucleicos que se amplifican por PCR simultaneamente durante el nimero indicado de ciclos. Los productos
amplificados en el punto final se separan por electroforesis, por ejemplo, en presencia de tinte intercalante
fluorescente, y se cuantifican densitométricamente. En la realizacion ilustrada, el producto de PCR de CT mas corto
migra mas rapido que el producto de PCR de NT y se representa por una banda de CT por debajo de la banda de
NT. Como entendera un especialista en la materia, si hay mas producto de NT que producto de CT, la banda de CT
emitira mas luz fluorescente. Se mide el producto de PCR fluorescente a tiempo real en cada uno de los 35 a 40
ciclos. La Figura 23 ilustra cémo se verian las reacciones si se midiera en cada ciclo a tiempo real y el Cy de la curva
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a tiempo real se representa por la linea negra perpendicular.

La Figura 23a ilustra que el cociente de NT/CT presente al inicio de la PCR permanece (sustancialmente) constante
a lo largo de la PCR hasta el punto final. Como se describe anteriormente, no es necesario monitorizar la reaccion
de amplificacion a tiempo real para asegurar que la reaccion esta en la fase logaritmica lineal en algunas
realizaciones de la presente invencion.

La Figura 23a ilustra un experimento que usa una primera muestra de un primer espécimen. En la primera muestra,
existen un numero aproximadamente equivalente de moléculas de NT y CT del segundo acido nucleico presentes al
inicio de la reaccién PCR (por ejemplo, como se describe anteriormente, cuando se usa una dilucion de ADNc
equilibrada). Por tanto, después de la electroforesis del producto amplificado del segundo acido nucleico, las bandas
de NT y CT son aproximadamente equivalentes, y durante la medida a tiempo real, la intensidad fluorescente para
NT sera aproximadamente la misma que para CT. El cociente de NT/CT es el mismo en un ciclo temprano que en un
ciclo tardio (punto final), aunque la intensidad de banda tanto para NT como CT es baja en el ciclo temprano en
comparacion con el ciclo tardio. De forma similar, la banda de NT y la banda de CT del primer acido nucleico son
aproximadamente equivalentes, y el valor a tiempo real para NT es aproximadamente el mismo que para CT. La ACy
entre el segundo y el primer acido nucleicos en las medidas a tiempo real es de aproximadamente 10.

La Figura 23b ilustra ademas los controles de carga de una muestra a otra. En la Figura 23b, se reanaliza el primer
espécimen usando una menor cantidad de partida de acido nucleico, por ejemplo, menos ADNc cargado, debido a
una variacion en el pipeteado, por ejemplo, en la toma de alicuotas de una segunda muestra del primer espécimen
en un recipiente diferente. El cociente de NT/CT para el segundo acido nucleico es menor. Sin embargo, debido a
que la concentracion relativa de los moldes competitivos esta fijada y a que la representacion relativa de cada acido
nucleico esta fijada, el cociente de NT/CT para el primer acido nucleico cae proporcionalmente. Por consiguiente, el
“cociente de cocientes” (cociente de posibilidades) de NT/CT del primer acido nucleico dividido entre el NT/CT del
segundo acido nucleico permanece igual que en la Figura 23a. En este caso, la ACt del analisis a tiempo real esta
también inalterada.

La Figura 23c ilustra los controles de carga y variacion de la eficacia de amplificacion. En la Figura 23c, se reanaliza
de nuevo el primer espécimen, pero tanto con (1) una mayor cantidad de ADNc cargado debido a variacién en el
pipeteado (que conduce a una variacion de la cantidad de partida de molde nativo) como (2) una eficacia de
amplificacion reducida del segundo acido nucleico, como podria causar un inhibidor en el pocillo, que afecta a la
amplificacion de este acido nucleico mas que al otro, o concentraciones inapropiadas de cebadores para el segundo
acido nucleico.

La Figura 23c ilustra que, con medidas a tiempo real, esto reduce la ACt de 10 a 6, y el valor del primer acido
nucleico es inapropiadamente alto. En medidas a tiempo real, la inhibicién selectiva del gen esta asociada a una ACr
reducida y a una medida errénea.

En contraposicion, usando ciertas realizaciones descritas en la presente memoria, debido a que la eficacia de
amplificacién de los NT para cada uno de los dos acidos nucleicos se afecta de la misma manera que su
correspondiente CT, el cociente de NT/CT esta inalterado en las Figuras 23a y 23c para el primer o el segundo
acidos nucleicos. También, con la mayor cantidad de ADNc cargada, el cociente de NT/CT del primer acido nucleico
y el cociente de NT/CT del segundo acido nucleico aumentan proporcionalmente. En consecuencia, el “cociente de
cocientes” (cociente de posibilidades) de NT/CT del primer acido nucleico dividido entre NT/CT del segundo acido
nucleico queda igual entre las Figuras 23a y 23c.

La Figura 23d ilustra ademas controles para cargar una muestra de un segundo espécimen, en que el primer acido
nucleico estad mas altamente expresado. Aunque el primer acido nucleico se expresa a un mayor nivel en
comparacion con el segundo acido nucleico, las medidas a tiempo real dan una ACy de aproximadamente 7.

En contraposicion, usando ciertas realizaciones descritas en la presente memoria, el cociente de cocientes indica el
mayor nivel de expresion. Ya que se carga menos ADNCc en la reaccion PCR, hay menos copias del segundo acido
nucleico de NT que copias de CT presentes al inicio de la reaccién PCR, en comparacion con la Figura 23a. A lo
largo de la medida a tiempo real, el valor de fluorescencia de NT es menor que el de CT vy, al final de la PCR, la
banda de NT del segundo acido nucleico sigue siendo menor que la banda de CT. Sin embargo, aunque se cargo
menos ADNc en la reaccién PCR en comparacion con la primera muestra, la banda de NT del primer acido nucleico
es mas densa que la banda de CT del primer acido nucleico debido a su mayor expresion, y el valor de fluorescencia
de NT del primer acido nucleico durante la medida a tiempo real es mayor a lo largo de la PCR. En consecuencia, el
“cociente de cocientes” (cociente de posibilidades) de NT/CT del primer acido nucleico dividido entre NT/CT del
segundo acido nucleico proporciona un mayor valor en la Figura 23d que en la Figura 23a.

Por tanto, la RT-PCR a tiempo real puede controlar la carga midiendo el primer y segundo acidos nucleicos en la
misma reaccion PCR (Figuras 23a, 23b, 23d). Los Cr (para cada acido nucleico representado por una linea negra
que interseca con el eje X) del primer y segundo acidos nucleicos podrian variar ambos de un experimento a otro,
pero la ACy no varia. Sin embargo, el tiempo real no controla la variacién en presencia de inhibidores ni la calidad de
los reactivos de PCR.
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Il Procedimientos de preparacion de composiciones para valorar acido nucleico

Se describen también en la presente memoria procedimientos para preparar composiciones para valorar un acido
nucleico en una muestra.

A. Preparacion de mezclas estandarizadas

Se describe también en la presente memoria un procedimiento para preparar una mezcla estandarizada de
reactivos. Como se usa en la presente memoria, “reactivo” puede hacer referencia a un componente usado en una
mezcla, incluyendo disolvente y/o soluto. Por ejemplo, los reactivos incluyen acidos nucleicos y/o agua, por ejemplo
en el caso de mezclas acuosas. Se describe también que la mezcla estandarizada de reactivos comprende
suficientes cantidades de molde competitivo para valorar las cantldades de un numero de acidos nucleicos en un
numero de muestras, por ejemplo, mas de aproximadamente 10° muestras. Se describe ademas que la mezcla
estandarizada permite la comparacioén directa de las cantidades entre al menos 2 de las muestras. Preferiblemente,
permite la comparacién directa de cantidades valoradas en al menos aproximadamente 5 muestras, al menos
aproximadamente 10 muestras, al menos aproximadamente 50 muestras, al menos aproximadamente 100 muestras,
al menos aproximadamente 500 muestras, al menos aproximadamente 1.000 muestras, al menos aproximadamente
5.000 muestras, al menos aproximadamente 10.000 muestras, al menos aproximadamente 50.000 muestras, al
menos aproximadamente 100.000 muestras, al menos aproximadamente 500.000 muestras, al menos
aproximadamente 1.000.000 muestras, al menos aproximadamente 5.000.000 muestras o al menos
aproximadamente 10.000.000 muestras. Se describe ademas que la mezcla estandarizada permite la comparacion
directa de cantidades valoradas en un nimero ilimitado de muestras.

Se describe ademas en la presente memoria que la mezcla estandarizada comprende suficientes reactivos para
valorar cantidades de un acido nucleico. La mezcla estandarizada comprende suficientes reactivos para valorar
cantidades de mas de 1 acido nucleico, por ejemplo, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 96,
al menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente 200, al menos aproximadamente 300, al menos
aproximadamente 500, al menos aproximadamente 800, al menos aproximadamente 1.000 o al menos
aproximadamente 5.000, al menos aproximadamente 10.000, al menos aproximadamente 50.000 o al menos
aproximadamente 100.000 acidos nucleicos. Se describe ademas que la mezcla estandarizada comprende
suficientes reactivos para valorar cantidades de menos de aproximadamente 100.000, menos de aproximadamente
500.000 o menos de aproximadamente 1.000.000 acidos nucleicos. Se describe también que diferentes acidos
nucleicos corresponden a diferentes transcritos génicos.

Se describe ademas en la presente memoria que los reactivos incluyen al menos un cebador de codificacion y/o un
cebador inverso capaces de cebar la amplificacién de un molde competitivo en la mezcla. Se describe también que
al menos un molde competitivo, cebador de codificacion y/o cebador inverso comprende una secuencia referenciada
en la Tabla 4, ilustrada en la Figura 4.

Se describe ademas que se disefian un cebador de codificacion y/o un cebador inverso para que tengan
sustancialmente la misma temperatura de asociacion que otro cebador de codificacion y/o cebador inverso en la
mezcla estandarizada. Disefar cebadores con la misma o sustancialmente la misma temperatura de asociacion
puede permitir a las reacciones de amplificacion conseguir aproximadamente la misma eficacia de amplificacion en
condiciones idénticas o sustancialmente idénticas. En dichos casos, si hay variacion de la eficacia de amplificacion,
la eficacia de amplificacion de un acido nucleico y su molde competitivo pueden afectarse de forma idéntica (o
sustancialmente idéntica), de modo que el cociente de producto amplificado del acido nucleico y su correspondiente
molde competitivo puede no variar o puede no variar sustancialmente. Se describe ademas que un cebador de
codificaciéon e inverso tienen la misma o sustancialmente la misma temperatura de asociacion que cada uno de los
otros cebadores de codificacion e inversos en una mezcla estandarizada dada. Por ejemplo, la temperatura de
asociacion puede ser de aproximadamente 40 °C, aproximadamente 44 °C, aproximadamente 50 °C,
aproximadamente 55 °C, aproximadamente 57 °C, aproximadamente 58 ©°C, aproximadamente 59 °C,
aproximadamente 60 °C, aproximadamente 65 °C, aproximadamente 70 °C, aproximadamente 75 °C o
aproximadamente 85 °C.

Se describe también que puede prepararse un molde competitivo patrén interno para evaluar un nimero de acidos
nucleicos, incluyendo acidos nucleicos que pueden servir como uno o mas acidos nucleicos de referencia. Los
moldes competitivos pueden clonarse entonces generando cantidades de aC|do nucleico suficientes para valorar en
mas de aproximadamente 10* muestras, en mas de aproximadamente 10° muestras, en mas de aproximadamente
10® muestras, en mas de aproximadamente 10" muestras, en mas de aproximadamente 10® muestras, en mas de
aproximadamente 10° muestras, en mas de aproxmadamente 10" muestras, en mas de aproxmadamente 10"
muestras, en mas de aproximadamente 10'"? muestras, en mas de aproximadamente 10" muestras, en mas de
aproximadamente 10" muestras o en mas de aproximadamente 10"° muestras.

Los moldes competitivos pueden cuantificarse cuidadosamente y mezclarse entonces conjuntamente formando una
mezcla estandarizada. En algunas realizaciones, el cebador de codificacién y/o cebador inverso pueden
seleccionarse para que permitan la deteccion del acido nuclelco para medir aproxmadamente 1070

aproximadamente 10™, aproximadamente 1072, aproximadamente 1073, aproximadamente 107, aproxmadamente
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10'15, aproximadamente 10'16, aproximadamente 10'17, aproximadamente 10" M o0 menos. Por ejemplo, el cebador
de codificacion y/o cebador inverso puede permitir la deteccion de aproximadamente 600 moléculas,
aproximadamente 60 moléculas o aproximadamente 6 moléculas de acido nucleico.

Se describe también que una mezcla estandarizada de la presente invencién puede medir y/o dar cuenta de menos
de aproximadamente 1.000 moléculas de acido nucleico en una muestra, por ejemplo aproximadamente 800,
aproximadamente 600 o aproximadamente 400 moléculas. Se describe ademas que pueden medirse y/o dar cuenta
de menos de aproximadamente 100 moléculas (por ejemplo aproximadamente 60 moléculas), preferiblemente
menos de aproximadamente 10 moléculas (por ejemplo aproximadamente 6 moléculas) o mas preferiblemente
menos de aproximadamente 1 molécula de un acido nucleico en una muestra. En algunas realizaciones, una mezcla
estandarizada de la presente invencion puede medir y/o dar cuenta de menos de aproximadamente 10.000.000,
menos de aproximadamente 5.000.000, menos de aproximadamente 1.000.000, menos de aproximadamente
500.000, menos de aproximadamente 100.000, menos de aproximadamente 50.000, menos de aproximadamente
10.000, menos de aproximadamente 8.000, menos de aproximadamente 6.000, menos de aproximadamente 5.000 o
menos de aproximadamente 4.000 moléculas de acido nucleico en una muestra.

Ademas, se describe en la presente memoria que los reactivos para medir cantidades de acidos nucleicos son
estables. Por ejemplo, los cebadores y/o moldes competitivos de una mezcla estandarizada pueden comprender
moléculas de acido nucleico estables tales como ADN. Los reactivos pueden ser estables durante al menos
aproximadamente 20 afios, al menos aproximadamente 50 afios, al menos aproximadamente 100 afos, al menos
aproximadamente 500 afios o al menos aproximadamente 1.000 afios. Ademas, se describe que una mezcla
estandarizada de la presente invencidon puede proporcionar reactivos para medir suficientes acidos nucleicos
correspondientes a las medidas de expresion génica que se esperan realizar durante al menos aproximadamente 20
afios, al menos aproximadamente 50 afios, al menos aproximadamente 100 afios, al menos aproximadamente 500
afios o al menos aproximadamente 1.000 afios, por ejemplo a la tasa actual de medida de la expresion génica (que
se estima que es de aproximadamente mil millones de ensayos al afio (“Una previsién econdémica del mercado de
expresion génica”. http://www.researchandmarkets.com/reports/5545)).

Se describe también que el almacenamiento a largo plazo de reactivos y/o muestras que comprenden ADN puede
conseguirse a -20 °C. Ademas, se describe que los reactivos y/o muestras que comprenden ARN son estables
durante afios congelados en forma de precipitado con EtOH y/o en agua exenta de ARNasa. Se describe ademas
que los moldes competitivos se congelan establemente durante mas de 6 afios. Se describe adicionalmente que las
muestras de ADNc son estables durante mas de 2 afios congeladas a -20 °C.

Puede prepararse una mezcla estandarizada segun algunas realizaciones de la presente invencién efectuando uno
0 mas de los procedimientos descritos en la presente memoria. Por ejemplo, como se describe anteriormente,
usando una mezcla estandarizada puede valorarse un acido nucleico respecto a uno o mas de otros acidos
nucleicos (por ejemplo, que pueden servir como controles para el ADNc cargado en la reaccion). También como se
detalla anteriormente, puede valorarse un acido nucleico respecto a su molde competitivo respectivo proporcionado
en la mezcla estandarizada.

Se describe también en la presente memoria que la mezcla estandarizada puede permitir la deteccion con una o
mas de las sensibilidades, una o mas de las precisiones, uno o mas de los limites de deteccion y/o con uno o mas
de los coeficientes de variacion ensefiados en la presente memoria. Resultaran evidentes rasgos adicionales de la
mezcla estandarizada preparada para un especialista en la materia basandose en la divulgacion de la presente
memoria.

B. Preparacion de series de mezclas estandarizadas diluidas en serie

Se describe ademas en la presente memoria un procedimiento para preparar una serie de mezclas estandarizadas
diluidas en serie. Se describe ademas que una o mas de las series de mezclas estandarizadas comprende
cantidades suficientes de moldes competitivos para valorar las cantidades de un nimero de acidos nucleicos en un
numero de muestras, por ejemplo, mas de aproximadamente 10° muestras. Se describe adicionalmente que la
mezcla estandarizada permite la comparacién directa de cantidades entre al menos 2 de las muestras.
Preferiblemente, permite la comparacion directa de cantidades valoradas en al menos aproximadamente 5 muestras,
al menos aproximadamente 10 muestras, al menos aproximadamente 50 muestras, al menos aproximadamente 100
muestras, al menos aproximadamente 500 muestras, al menos aproximadamente 1.000 muestras, al menos
aproximadamente 5.000 muestras, al menos aproximadamente 10.000 muestras, al menos aproximadamente
50.000 muestras, al menos aproximadamente 100.000 muestras, al menos aproximadamente 500.000 muestras, al
menos aproximadamente 1.000.000 muestras, al menos aproximadamente 5.000.000 muestras o al menos
aproximadamente 10.000.000 muestras. Se describe ademas en la presente memoria que la mezcla estandarizada
permite la comparacion directa de cantidades valoradas en un ndmero ilimitado de muestras.

La serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie puede obtenerse mediante dilucién en serie de una mezcla
estandarizada, por ejemplo una mezcla estandarizada descrita anteriormente. Por ejemplo, una o mas de las series
puede contener suficientes reactivos para valorar diversos numeros de acidos nucleicos y/o para valorar diversos
numeros de muestras, por ejemplo como se detalla anteriormente. De forma similar, una o mas de las series de
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mezclas estandarizadas diluidas en serie pueden comprender cualquiera de los reactivos de algunas realizaciones
de las mezclas estandarizadas descritas anteriormente.

Se describe también que se diluye una mezcla estandarizada de modo que el molde competitivo de un primer acido
nucleico esté a una serie de concentraciones respecto al molde competitivo de un segundo acido nucleico. Se
describe ademas que se diluye en serie una mezcla estandarizada 10 veces, proporcionando diluciones en serie de
10 veces del molde competitivo del primer acido nucleico respecto al molde competitivo del segundo acido nucleico.
Se describe también en la presente memoria que al menos dos de las series de concentraciones se extienden
aproximadamente 1 orden de magnitud, aproximadamente 2 6rdenes de magnitud, aproximadamente 3 érdenes de
magnitud, aproximadamente 4 érdenes de magnitud, aproximadamente 5 6rdenes de magnitud, aproximadamente 6
ordenes de magnitud, aproximadamente 7 érdenes de magnitud o mas. Se describe ademas en la presente memoria
que la serie de concentraciones incluye al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5 o 6 concentraciones
seleccionadas de aproximadamente 107 Mm, aproximadamente 10" ™, aproximadamente 1072 M, aproximadamente
10" M, aproximadamente 10™ M, aproximadamente 10" M y aproximadamente 107" M.

Se describe también en la presente memoria que una o mas de las series de mezclas estandarizadas pueden
permitir la deteccién con una o mas de las sensibilidades, una o mas de las precisiones, uno o mas de los limites de
deteccion y/o con uno o mas de los coeficientes de variacion ensefiados en la presente memoria, dentro de diversos
intervalos de 6rdenes de magnitud, por ejemplo, cualquiera de los 6rdenes de magnitud discutidos en la presente
memoria.

. Composiciones para valorar acido nucleico

Se describen también en la presente memoria composiciones para valorar un acido nucleico en una muestra, por
ejemplo, composiciones que comprenden una mezcla estandarizada o una serie de mezclas estandarizadas diluidas
en serie, por ejemplo, como se describe anteriormente. Ademas, se describen bases de datos, por ejemplo, bases
de datos que comprenden daos obtenidos usando algunas realizaciones de los procedimientos de la presente
invencion.

A. Base de datos de valores numéricos

Por tanto, se describe una base de datos de valores numéricos correspondientes a cantidades de un primer acido
nucleico en un nimero de muestras.

Se describe en la presente memoria que los valores numéricos son directamente comparables entre un nimero de
muestras. Por ejemplo, los valores numéricos son directamente comparables entre al menos aproximadamente 5
muestras, al menos aproximadamente 10 muestras, al menos aproximadamente 50 muestras, al menos
aproximadamente 100 muestras, al menos aproximadamente 500 muestras, al menos aproximadamente 1.000
muestras, al menos aproximadamente 5.000 muestras, al menos aproximadamente 10.000 muestras, al menos
aproximadamente 50.000 muestras, al menos aproximadamente 100.000 muestras, al menos aproximadamente
500.000 muestras, al menos aproximadamente 1.000.000 muestras, al menos aproximadamente 5.000.000
muestras o al menos aproximadamente 10.000.000 muestras. Se describe también que la comparaciéon directa
implica comparar los valores numéricos con otro sin usar un recurso bioinformatico. Se describe ademas que puede
usarse un recurso bioinformatico, por ejemplo un recurso bioinformatico sencillo.

La Figura 24 ilustra el desarrollo y uso de una base de datos de valores numéricos. En la etapa 2401, se obtienen
las cantidades medidas mediante cualquier procedimiento de las diversas realizaciones de la presente invencion
descritas en la presente memoria, proporcionado valores numéricos. Por ejemplo, como ilustra la etapa 2401, puede
valorarse un acido nucleico respecto a un niumero conocido de moléculas de molde competitivo del acido nucleico
que se han combinado en una mezcla estandarizada. Dichas realizaciones pueden facilitar el informe de medida de
acido nucleico como valor numérico. Por ejemplo, el valor numérico puede obtenerse calculando un “cociente de
cocientes” como se describe anteriormente. Se describe alli que cada valor en la base de datos se ha realizado
respecto a un patrén interno dentro de una mezcla estandarizada de patrones internos.

Se describe ademas en la presente memoria que los valores numéricos corresponden a nimeros de moléculas de
un acido nucleico dado en una muestra. Se describe ademas que los valores numéricos pueden proporcionarse en
unidades de (moléculas de un primer acido nucleico)/(moléculas de un segundo acido nucleico), por ejemplo, en que
el segundo acido nucleico sirve como acido nucleico de referencia. Se describe ademas en la presente memoria que
las medidas se proporcionan en unidades de (moléculas de ADNc de un primer acido nucleico)/(10° moléculas de
ADNc de un segundo acido nucleico). Los valores numéricos en algunas realizaciones, por ejemplo, pueden
corresponder a menos de aproximadamente 1.000 moléculas de acido nucleico en una muestra, por ejemplo, a
aproximadamente 800, a aproximadamente 600 o a aproximadamente 400 moléculas. Ademas, se describe que los
valores numéricos pueden corresponder a menos de aproximadamente 100 moléculas (por ejemplo, a
aproximadamente 60 moléculas), menos de aproximadamente 10 moléculas (por ejemplo, a aproximadamente 6
moléculas) o menos de aproximadamente 1 molécula de un acido nucleico en una muestra. Se describe ademas
que los valores numéricos pueden corresponder a menos de aproximadamente 10.000.000, menos de
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aproximadamente 5.000.000, menos de aproximadamente 1.000.000, menos de aproximadamente 500.000, menos
de aproximadamente 100.000, menos de aproximadamente 50.000, menos de aproximadamente 10.000, menos de
aproximadamente 8.000, menos de aproximadamente 6.000, menos de aproximadamente 5.000 o menos de
aproximadamente 4.000 moléculas de un acido nucleico en una muestra.

La base de datos descrita en la presente memoria puede comprender valores numéricos que varian dentro de un
intervalo. Por ejemplo, los valores numéricos pueden variar dentro de un intervalo de menos de aproximadamente 1
orden de magnitud, mas de aproximadamente 1 orden de magnitud o mas de aproximadamente 2 dérdenes de
magnitud. Se describe ademas en la presente memoria que los valores numéricos de las cantidades medidas de los
diferentes acidos nucleicos, por ejemplo, los niveles de ARNm expresado a partir de dos o mas genes diferentes,
pueden variar dentro de un intervalo de aproximadamente 3 o mas 6rdenes de magnitud, aproximadamente 4 o mas
ordenes de magnitud, aproximadamente 5 o mas 6rdenes de magnitud, aproximadamente 6 o mas 6rdenes de
magnitud o aproximadamente 7 o mas Oordenes de magnltud por ejemplo, extendlendose el intervalo de
aproximadamente 7 unidades logaritmicas de expresion génica a aproximadamente 10 , aproximadamente 10
aproximadamente 0, 1 aproximadamente 1, aproximadamente 10, aproximadamente 10%, aproximadamente 10° y
aproximadamente 10* copias/célula. Se describe también en la presente memoria que los valores numéricos de las
cantidades medidas de diferentes acidos nucleicos pueden variar dentro de un intervalo de aproximadamente 8 o
mas, aproximadamente 9 o mas o aproximadamente 10 o mas 6rdenes de magnitud, por ejemplo, extendiéndose eI
intervalo de aproxmadamente 10 unidades logaritmicas de expresion génica a aproximadamente 10,
aproximadamente 10 , aproximadamente 01 aproximadamente 1, aproximadamente 10, aproxmadamente 10?,
aproximadamente 10°, aproximadamente 10%, aproximadamente 10° o aproximadamente 10° copias/célula. chhos
intervalos de expresion génica pueden ser |mportantes para detectar agentes de guerra bioldgica, por ejemplo.

Se describe ademas que los valores numéricos de la base de datos corresponden a una diferencia de menos de
aproximadamente 2 veces en un acido nucleico entre 2 de las muestras. Se describe también que los valores
numéricos corresponden a una diferencia de menos de aproximadamente 1 vez, una diferencia de menos de
aproximadamente un 80 %, una diferencia de menos de aproximadamente un 50 %, una diferencia de menos de
aproximadamente un 30 %, una diferencia de menos de aproximadamente un 20 %, una diferencia de menos de
aproximadamente un 10 %, una diferencia de menos de aproximadamente un 5 % o una diferencia de menos de
aproximadamente un 1 %.

Sin limitarse a una hipoétesis y/o teoria dada, puesto que los datos en algunas realizaciones estan estandarizados
frente a una mezcla comin de moldes competitivos patrones internos, son posibles comparaciones directas. Por
ejemplo, como se discute anteriormente, en algunas realizaciones los valores numéricos son directamente
comparables entre un nimero de muestras, por ejemplo, muestras obtenidas a partir de diferentes sujetos y/o de
diferentes especies. En algunas realizaciones, los valores numéricos son directamente comparables entre un
numero de muestras medidas en diferentes laboratorios y/o en diferentes momentos. En realizaciones preferidas,
dichas comparaciones son posibles sin el uso de una muestra calibradora (por ejemplo, una muestra calibradora no
renovable).

Puede describirse que dos valores son “directamente comparables” cuando, por ejemplo, los valores numéricos de
cada uno describen las cantidades respecto a un patron comin. Como analogia facilmente comprensible, 10 °C es
directamente comparable con 50 °C, ya que ambos valores se proporcionan respecto al punto de ebullicion del agua
(100 °C). Usando algunas realizaciones proporcionadas en la presente memoria, se mide el nimero de moléculas de
ADNCc que representa un gen en una muestra dada respecto a su correspondiente molde competitivo en una mezcla
estandarizada, en lugar de comparandolo con otra muestra. El uso de una mezcla estandarizada comun puede
proporcionar el patron comun y puede facilitar las comparaciones directas.

En contraposicion, al usar técnicas tales como RT-PCR a tiempo real y/o analisis de micromatrices (distintas de
aquellas en combinacion con algunas realizaciones de la presente invencion), los acidos nucleicos que se estan
midiendo se escalan diferentemente. Por ejemplo, las diferencias en las temperaturas de fusion por hibridacion entre
ADNCc y polinucledtidos unidos (micromatrices) o sondas fluorescentes (RT-PCR a tiempo real) causan que las
medidas se escalen diferentemente. Por consiguiente, las cantidades relativas de diferentes acidos nucleicos en un
espécimen y/o entre especimenes pueden no ser directamente comparables, por ejemplo, puede no ser posible
comparar la diferencia de expresion entre muchos genes en una muestra. Ademas, la RT-PCR a tiempo real y/o
analisis de micromatrices pueden no proporcionar informacién directa en cuanto al nimero de moléculas de acido
nucleico presentes en una muestra.

Las cantidades valoradas pueden corregirse también por una o mas fuentes de variacion, por ejemplo, de acuerdo
con diversas realizaciones de las ensefianzas proporcionadas en la presente memoria. Se describe ademas que los
valores en la base de datos muestran un coeficiente de variacion de menos de aproximadamente un 50 %, menos
de aproximadamente un 30 %, menos de aproximadamente un 25 %, menos de aproximadamente un 20 %, menos
de aproximadamente un 15 %, menos de aproximadamente un 10 %, menos de aproximadamente un 5 % o menos
de aproximadamente un 1 % entre 2 o0 mas muestras. Se describe también que los valores numéricos no
comprenden un numero estadisticamente significativo de falsos positivos. Ademas, se describe también que los
valores numéricos no comprenden un numero estadisticamente significativo de falsos negativos. Ademas, se
describe que los valores numéricos no comprenden falsos negativos.
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Se describe también que la base de datos comprende ademas valores numéricos correspondientes a cantidades de
un numero de otro(s) acido(s) nucleico(s) en las muestras, en que dichas cantidades son directamente comparables.
El numero de otros acidos nucleicos para los que estan incluidos datos en la base de datos puede ser de al menos
aproximadamente 5, al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente
100, al menos aproximadamente 500, al menos aproximadamente 1.000, al menos aproximadamente 5.000, al
menos aproximadamente 10.000, al menos aproximadamente 50.000, al menos aproximadamente 100.000, al
menos aproximadamente 500.000, al menos aproximadamente 1.000.000, al menos aproximadamente 5.000.000 o
al menos aproximadamente 10.000.000 otros acidos nucleicos.

La base de datos descrita en la presente memoria puede servir como banco de datos comun, en que las cantidades
medidas de acidos nucleicos (por ejemplo, medidas de expresion génica) se resefian como valores numéricos que
permiten la comparacion interexperimento directa. La etapa 2402 ilustra dicha base de datos. Se describe ademas
que la base de datos establece un experimento multiple virtual en continua expansion (concretamente, pueden
introducirse los datos de un numero en continua expansion de acidos nucleicos, muestras y/o especimenes en una
base de datos dada y compararse directamente con los demas datos dentro de la base de datos). Esto puede
conducir a aumentos sinérgicos de conocimiento, por ejemplo, conocimiento respecto a la relacion entre los patrones
de expresion génica y el fenotipo.

Se describe ademas en la presente memoria proporcionar un lenguaje comun para la expresion génica. La
expresion génica puede medirse a nivel de ARNm, proteina o funcional, preferiblemente a nivel de ARNm. Por
ejemplo, se regula la expresion de ARNm principalmente mediante el nimero de transcritos disponibles para
traduccion. Debido a que la expresion de ARNm esta relacionada principalmente con el nUmero de copias, puede
desarrollarse un patrén interno para cada gen y/o establecer una unidad comun para la medida de expresién génica.
Por ejemplo, en un estudio multiinstitucional, los datos generados por procedimientos discutidos en la presente
memoria eran suficientemente sensibles y reproducibles para apoyar el desarrollo de una base de datos de
expresion génica significativa, que sirve como lenguaje comun para la expresion génica.

Ademas, se describe proporcionar un lenguaje comun para la expresion génica entre especies. Por ejemplo, pueden
identificarse cebadores que amplifican por PCR acidos nucleicos correspondientes a genes tanto humanos como de
ratén, por ejemplo, para al menos aproximadamente un 20 %, para al menos aproximadamente un 30 %, para al
menos aproximadamente un 50 %, para al menos aproximadamente un 80 % o para al menos aproximadamente un
90 % de los genes comunes a ser humano y ratones. También pueden desarrollarse cebadores para obtener una
aplicacion mas amplia entre especies, por ejemplo, para amplificar acidos nucleicos correspondientes a dos o mas
especies diferentes. Por ejemplo, pueden identificarse cebadores que amplifican acidos nucleicos correspondientes
a dos o mas de genes de ser humano, rata, cerdo, caballo, oveja, mono, planta, mosca de la fruta, pez, levadura,
bacteria y/o virus.

Se describe también que la base de datos esta basada en la web. Se describe ademas que la base de datos de la
invencion encuentra uso en investigacion experimental, diagndsticos clinicos y/o desarrollo de farmacos. La etapa
2403 ilustra este uso. Por ejemplo, la base de datos puede usarse para estudios avanzados sobre rutas de control
transcripcional y/o servir como base para investigacion mecanistica. Por ejemplo, los analisis bivariados de valores
numéricos de expresion génica individual para genes de factor de transcripcion y genes controlados por estos
factores de transcripcion pueden mejorar la comprension de la regulacion de la expresion génica. Esto puede
aumentar el entendimiento del control de la expresion génica, por ejemplo, en células normales y malignas.

Se describe también que los valores numéricos de una base de datos descrita en la presente memoria pueden
usarse en una, dos o mas etapas del desarrollo de farmacos. Las etapas del desarrollo de farmacos pueden incluir,
por ejemplo, cribado del farmaco diana, identificacion del compuesto principal, evaluacion preclinica (por ejemplo,
bioensayo y/o estudio animal), ensayo clinico y tratamiento de pacientes. Dichas aplicaciones se describen con mas
detalle a continuacion.

B. Base de datos de indices numéricos

Se describe ademas en la presente memoria una base de datos que comprende indices numéricos. Los indices
numéricos pueden obtenerse mediante cédmputo matematico de 2 o mas valores numéricos, en que los valores
numeéricos corresponden a cantidades de acidos nucleicos en un nimero de muestras. Se describe también que la
base de datos incluye uno o mas indices numéricos proporcionados en las Figuras 1, 2 y/o 4.

Se describe adicionalmente que los indices numéricos son directamente comparables entre las muestras. Por
ejemplo, los indices numéricos son directamente comparables entre al menos aproximadamente 5 muestras, al
menos aproximadamente 10 muestras, al menos aproximadamente 50 muestras, al menos aproximadamente 100
muestras, al menos aproximadamente 500 muestras, al menos aproximadamente 1.000 muestras, al menos
aproximadamente 5.000 muestras, al menos aproximadamente 10.000 muestras, al menos aproximadamente
50.000 muestras, al menos aproximadamente 100.000 muestras, al menos aproximadamente 500.000 muestras, al
menos aproximadamente 1.000.000 muestras, al menos aproximadamente 5.000.000 muestras o al menos
aproximadamente 10.000.000 muestras. Se describe ademas que la comparacién directa implica comparar los
indices numéricos entre si sin un recurso bioinformatico. Se describe también que puede usarse un recurso
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bioinformatico, por ejemplo, un recurso bioinformatico sencillo. Se describe ademas que cada medida en la base de
datos se ha realizado respecto a un patrén interno dentro de una mezcla estandarizada de patrones internos.

Como se discute anteriormente, las medidas de acido nucleico pueden resefiarse como valores numéricos. Los
valores numéricos pueden combinarse en indices numéricos mediante computo matematico, proporcionando un
indice numérico, por ejemplo, permitiendo la interaccion matematica entre los valores numeéricos. Por ejemplo, se
calcula un indice numérico dividiendo un numerador entre un denominador, correspondiendo el numerador a la
cantidad de uno de los dos acidos nucleicos y correspondiendo el denominador a la cantidad del otro de los dos
acidos nucleicos. Se describe también que se calcula un indice numérico mediante una serie de una o mas
funciones matematicas. Por ejemplo, puede calcularse un indice numérico mediante la formula (gen 1 + gen 2)/(gen
3 - gen 4). Puede describirse un indice numérico como equilibrado, por ejemplo, cuando esta computado por una
férmula que tiene iguales numeros de valores numéricos en el numerador que el en denominador. Se detallan a
continuacion procedimientos para obtener indices numéricos que indican un estado bioldgico, por ejemplo, que
pueden actuar como biomarcadores correlacionandolos con un fenotipo de interés.

Se describe ademas que los indices numéricos son directamente comparables entre un nimero de muestras, por
ejemplo, muestras obtenidas de diferentes sujetos y/o de diferentes especies. Se describe también que los indices
numéricos son directamente comparables entre un nimero de muestras medidas y/o recontadas en diferentes
laboratorios y/o en diferentes momentos.

Se describe ademas que la base de datos de la presente invencion puede servir como banco de datos comun, en
que las cantidades medidas de acidos nucleicos (por ejemplo, medidas de expresion génica) se combinan
matematicamente proporcionando indices numéricos que permiten la comparacion interexperimento directa. Se
describe también que la base de datos establece un experimento mdultiple en continua expansion (concretamente,
pueden usarse los datos de una serie de acidos nucleicos, muestras y/o especimenes en continua expansion para
calcular los indices numéricos que se introducen en una base de datos dada y se comparan directamente con otros
datos dentro de la base de datos).

Como se discute anteriormente, cualquier acido nucleico o combinacién de acidos nucleicos medida, incluyendo
todos los acidos nucleicos medidos, puede usarse como gen de referencia y los datos calculados usando un primer
acido nucleico de referencia pueden recalcularse respecto a los de otro acido nucleico de referencia. En el caso de
indices numéricos, la diferencia en el valor obtenido después de convertir desde un acido nucleico de referencia a
otro puede depender de cuantos valores numéricos estén en el numerador y cuantos estén en el denominador. Por
ejemplo, cada valor numérico en un indice numérico puede convertirse en una nueva referencia calculando el indice.
Por ejemplo, cuando hay niumeros iguales de valores numéricos en el numerador y el denominador, la conversion a
una nueva referencia puede no tener efecto sobre el indice numérico relativo entre muestras y/o especimenes.

En el caso de indices numéricos equilibrados en que los valores numéricos corresponden a medidas de expresion
génica, el efecto de un acido nucleico de referencia que varia en expresion de una muestra y/o espécimen a otro
puede neutralizarse. Esto puede ocurrir también al hacer andlisis bivariados. Se describe también que, por ejemplo,
cuando hay niumeros no iguales de valores numeéricos en el numerador y el denominador, el indice numérico relativo
entre muestras y/o especimenes puede cambiar de acuerdo con la diferencia en los valores numéricos relativos para
los acidos nucleicos de referencia entre las muestras y/o especimenes.

Se describe también que la base de datos esta basada en la web. Se describe ademas que la base de datos de la
invencion encuentra uso en investigacion experimental, diagnéstico clinico y/o desarrollo de farmacos. Por ejemplo,
la base de datos puede usarse para estudios avanzados sobre rutas de control transcripcional y/o servir como base
para investigacion mecanistica. Por ejemplo, al menos un indice numérico indica un estado biolégico. Los indices
numéricos pueden correlacionarse mejor con un estado biolégico dado, por ejemplo un fenotipo dado, que un valor
numérico correspondiente a un acido nucleico individual (por ejemplo, a un gen individual). Por ejemplo, los indices
numéricos de una base de datos descrita en la presente memoria pueden usarse en una, dos o mas etapas del
desarrollo de farmacos. Dichas aplicaciones se describen con mas detalle a continuacion.

V. Aplicaciones

Se describen en la presente memoria ademas procedimientos de uso de valores y/o indices numéricos en
investigacion, diagnostico y/u otras aplicaciones.

A. Identificaciéon de biomarcadores

Por tanto, se describen procedimientos para la obtencion de indices numéricos. Se describe ademas que el indice
numérico obtenido indica un estado bioldgico. Un “estado bioldgico”, como se usa en la presente memoria, puede
hacer referencia a un estado fenotipico, por ejemplo, un fenotipo clinicamente relevante u otra condicion metabdlica
de interés. Los estados biolégicos pueden incluir, por ejemplo, un fenotipo patoldgico, una predisposicion a un
estado patolégico o un estado no patologico; una respuesta a farmaco terapéutico o predisposicion a dicha
respuesta, una respuesta adversa a farmaco (por ejemplo toxicidad a farmaco) o predisposicion a dicha respuesta,
una resistencia a farmaco o predisposicién a mostrar dicha resistencia, etc. Se describe ademas que el indice
numérico obtenido puede actuar como biomarcador, por ejemplo, correlacionandolo con un fenotipo de interés. El
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farmaco puede ser un farmaco antitumoral. Ademas, se describe que el uso de realizaciones de la presente
invencion descritas en la presente memoria puede proporcionar una medicina personalizada.

Se describe ademas que un procedimiento para obtener un indice numérico que indica un estado biolégico
comprende proporcionar 2 muestras correspondientes a cada uno de un primer estado biolégico y un segundo
estado bioldgico; medir y/o dar cuenta de la cantidad de cada uno de los 2 acidos nucleicos en cada una de las 2
muestras; proporcionar las cantidades como valores numéricos que son directamente comparables entre un nimero
de muestras; computar matematicamente los valores numéricos correspondientes a cada uno del primer y segundo
estados bioldgicos y determinar un cdmputo matematico que discrimine los dos estados bioldgicos.

El primer y segundo estados biolégicos como se usan en la presente memoria corresponden a dos estados
biolégicos para comparar, tal como dos estados fenotipicos para distinguir. Los ejemplos incluyen, por ejemplo,
tejido no patologico (normal) frente a tejido patoldgico; cultivo que muestra respuesta a farmaco terapéutico frente a
cultivo que muestra menos respuesta a farmaco terapéutico; sujeto que muestra respuesta adversa a farmaco frente
a sujeto que muestra respuesta menos adversa; grupo tratado de sujetos frente a grupo no tratado de sujetos, etc.

Puede usarse un indice numérico que discrimina un estado bioldgico particular, por ejemplo, una afeccion patolégica
o metabdlica, como biomarcador para la afeccion y/o afecciones dadas relacionadas con el mismo. Por ejemplo, €l
estado biolégico indicado puede ser al menos uno de una afeccion relacionada con la angiogénesis, una afeccion
relacionada con antioxidantes, una afeccion relacionada con la apoptosis, una afeccion relacionada con el sistema
cardiovascular, una afeccion relacionada con el ciclo celular, una afeccién relacionada con la estructura celular, una
afeccion relacionada con citocinas, una afeccion relacionada con la respuesta de defensa, una afeccién relacionada
con el desarrollo, una afeccion relacionada con la diabetes, una afeccion relacionada con la diferenciacion, una
afeccion relacionada con la replicacion y/o reparacion de ADN, una afeccion relacionada con células endoteliales,
una afeccion relacionada con receptores hormonales, una afeccion relacionada con receptores de folato, una
afeccion relacionada con la inflamacién, una afeccién relacionada con el metabolismo intermedio, una afeccion
relacionada con el transporte de membrana, una afeccién relacionada con la neurotransmisiéon, una afeccion
relacionada con el cancer, una afeccion relacionada con el metabolismo oxidativo, una afeccion relacionada con la
maduracion de proteinas, una afeccion relacionada con la transduccion de sefial, una afeccion relacionada con la
respuesta al estrés, una afeccion relacionada con la estructura de tejido, una afeccion relacionada con los factores
de transcripcion, una afeccion relacionada con el transporte o una afeccién relacionada con el metabolismo
xenobidtico.

Por ejemplo, se han identificado los indices numéricos que indican cancer de pulmén (E.L. Crawford, K. A. Warner,
S. A. Khuder et al., Biochem. Bioph. Res. Co. 293, 509-516 (2002); E.L. Crawford, S.A. Khuder, SJ. Durham et al.,
Cancer Res. 60, 1609-1618 (2000); J.P. DeMuth, CM. Jackson, D.A. Weaver et al., Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 19,
18-24 (1998)), sarcoidosis pulmonar (M.G. Rots, R. Pieters. GJ. Peters et al., Blood 94, 3121-3128 (1999)) fibrosis
quistica (J.T. Allen, R.A. Knight, CA. Bloor y M.A. Spiteri, Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 21, 693-700 (1999)) y
quimiorresistencia en leucemias infantiles (S. Mollerup, D. Ryberg, A. Hewer et al., A. Cancer Res. 59, 3317-3320
(1999)). Ademas, se han evaluado genes de enzimas del metabolismo antioxidante y xenobiético en células
epiteliales bucales humanas; se ha asociado la expresion génica de células endoteliales microvasculares con la
progresion de escleroderma; se ha estudiado la expresion de genes del transporte de membrana en modelos de
insuficiencia cardiaca congestiva en rata; se ha estudiado la resistencia inmunitaria en tejidos primarios humanos; se
ha estudiado el control de la transcripcion de la expresion de receptores hormonales y se han asociado los patrones
de expresion génica con resistencia a carboplatino y/o taxol en carcinoma de ovario y con resistencia a gemcitabina
en multiples tumores humanos. Otros ejemplos especificos incluyen, por ejemplo, identificacion de los indices
numéricos para predecir la sensibilidad del cancer de colon ante 5-FU y para indicar una o mas etapas diferentes del
carcinoma de vejiga. Las realizaciones de las invenciones descritas en la presente memoria pueden acelerar el
descubrimiento de asociaciones entre los patrones de expresion génica y estados bioldgicos de interés, conduciendo
a mejores procedimientos para prevenir, diagnosticar y tratar diversas afecciones.

La Figura 25 ilustra el uso de indices numéricos en la identificacion de un estado bioldgico.

La medicion de las cantidades de acido nucleico puede efectuarse mediante cualquier procedimiento conocido en la
materia y/o descrito en la presente memoria. Preferiblemente, el procedimiento usado puede medir y/o dar cuenta de
menos de aproximadamente 10.000 moléculas, menos de aproximadamente 8.000, menos de aproximadamente
6.000 o menos de aproximadamente 4.000, preferiblemente menos de aproximadamente 1.000, menos de
aproximadamente 800, menos de aproximadamente 600 o menos de aproximadamente 400 moléculas de un acido
nucleico dado en una muestra dada. Se describe ademas que las medidas corresponden a medidas de expresion
génica, por ejemplo, pueden medirse niveles de transcritos de ARNm. Se describe también que pueden usarse los
niveles de transcritos, en particular los niveles de transcritos de 2 o mas genes, para indicar un estado bioldgico. Por
ejemplo, el analisis de micromatrices ha identificado conjuntos de genes que estan asociados a estados patoldgicos
y/o a respuestas a farmacos (D.A. Wigle, I. Jurisica, N. Radulovich et al., Cancer Res. 62, 3005-3008 (2002); M.E.
Garber, O.G. Troyanskaya. K. Schluens et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 13784-13789 (2001); A. Bhattacharjee,
W.G. Richards, J. Staunton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 13790-13795 (2001); I. Hedenfalk, D. Duggan, Y.
Chen et al., New Engl. J. Med. 344, 539-548 (2001); T. Sorlie, CM. Perou, R. Tibshirani et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 98, 10869-10874 (2001); CM. Perou, S.S. Jeffrey, M. van de Rijn et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 9212-
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9217 (1999)). Se logran proporcionar las cantidades medidas y/o recontadas como valores numeéricos
preferiblemente mediante procedimientos descritos en la presente memoria, en que los valores numéricos son
directamente comparables para el nimero de muestras usadas.

Se describe ademas que uno o mas de los acidos nucleicos para medir estan asociados con uno de los estados
biolégicos en un mayor grado que el (los) otro(s). Por ejemplo, uno o mas de los acidos nucleicos para evaluar estan
asociados a un primer estado biolégico y no a un segundo estado bioldgico. Puede decirse que un acido nucleico
“esta asociado a” un estado biolégico particular cuando el acido nucleico esta asociado positiva o negativamente al
estado bioldgico. Por ejemplo, puede decirse que un acido nucleico esta “asociado positivamente” a un primer
estado biologico cuando el acido nucleico aparece en mayores cantidades en un primer estado biolégico en
comparacion con un segundo estado biolégico. Como ilustracién, puede decirse que los genes altamente
expresados en células cancerosas en comparacién con células no cancerosas estan positivamente asociados al
cancer. Por otro lado, puede decirse que un acido nucleico presente en menores cantidades en un primer estado
bioldgico en comparacion con un segundo estado bioldgico esta negativamente asociado al primer estado biolégico.

El acido nucleico que medir y/o dar cuenta puede corresponder a un gen asociado a un fenotipo particular. La
secuencia del acido nucleico puede corresponder a las regiones transcritas, expresadas y/o reguladoras del gen (por
ejemplo, una regiéon reguladora de un factor de transcripcion, por ejemplo, un factor de transcripcion para
corregulacion).

Se describe también que se miden y usan las cantidades expresadas de mas de 2 genes para proporcionar un
indice numérico indicativo de un estado bioldgico. Por ejemplo, en algunos casos, se usan patrones de expresion de
aproximadamente 50 a aproximadamente 100 genes para caracterizar un estado fenotipico dado, por ejemplo, un
fenotipo clinicamente relevante. Véase, por ejemplo, Heldenfalk, |. ef al. NEJM 344: 539, 2000. Se describe ademas
que pueden medirse las cantidades expresadas de al menos aproximadamente 5 genes, al menos
aproximadamente 10 genes, al menos aproximadamente 20 genes, al menos aproximadamente 50 genes o al
menos aproximadamente 70 genes y usarse para proporcionar un indice numérico indicativo de un estado bioldgico.
Se describe también que pueden medirse las cantidades expresadas de menos de aproximadamente 90 genes,
menos de aproximadamente 100 genes, menos de aproximadamente 120 genes, menos de aproximadamente 150
genes o0 menos de aproximadamente 200 genes y usarse para proporcionar un indice numeérico indicativo de un
estado biolégico. Los ejemplos especificos incluyen, por ejemplo, identificacion de patrones de expresion génica
asociados a cancer de pulmoén (Crawford, E. L. et al. “Normal bronchial epithelial cell expression of glutathione
transferase P1, glutathione transferase M3, and glutathione peroxidase is low in subjects with bronchogenic
carcinoma”. Cancer Res., 60: 1609-1618, 2000; DeMuth, et al., “The gene expression index c-myc x E2F-1/p21 is
highly predictive of malignant phenotype in human bronchial epithelial cells”. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., 19: 18-24,
1998); sarcoidosis pulmonar (Allen, J. T., et al., “Enhanced insulin-like growth factor binding protein-related protein 2
(connective tissue growth factor) expression in patients with idiopathic pulmonary fibrosis and pulmonary
sarcoidosis”. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., 21: 693-700, 1999); fibrosis quistica (Allen, et al, supra) y
quimiorresistencia en leucemias infantiles (Rots, M. G., et al., “Circumvention of methotrexate resistance in childhood
leukemia subtypes by rationally designed antifolates”. Blood, 94(9): 3121-3128,1999; Rots, M. G., et al., “mRNA
expression levels of methotrexate resistance-related proteins in childhood leukemia as determined by a competitive
template-based RT-PCR method”. Leukemia, 14: 2166-2175 (2000)).

Computar matematicamente los valores numéricos puede hacer referencia a usar cualquier ecuacién, operacion,
férmula y/o regla para interaccionar valores numeéricos, por ejemplo, una suma, diferencia, producto, cociente,
potencia logaritmica y/u otro computo matematico. Como se describe anteriormente, se calcula un indice numérico
dividiendo un numerador entre un denominador, en que el numerador corresponde a una cantidad de un acido
nucleico y el denominador corresponde a una cantidad de otro acido nucleico. Se describe ademas que el
numerador corresponde a un gen asociado positivamente a un estado bioldgico dado y el denominador corresponde
a un gen asociado negativamente al estado bioldgico. Se describe ademas que pueden usarse mas de un gen
asociado positivamente al estado bioldégico que se estd evaluando y mas de un gen asociado negativamente al
estado biologico que se esta evaluando. Por ejemplo, puede derivarse un indice numérico que comprende valores
numéricos para los genes asociados positivamente en el numerador y valores numéricos para un numero
equivalente de genes asociados negativamente en el denominador. Como se menciona anteriormente, en dichos
indices numéricos equilibrados, los valores numéricos del acido nucleico de referencia se anulan. Un ejemplo de
indice numérico equilibrado incluye un indice numérico para predecir resistencia antifolato entre leucemias infantiles
(Rots, M. G., Willey, J. C, Jansen, G., et al. (2000) “mRNA expression levels of methotrexate resistance-related
proteins in childhood leukemia as determined by a standardized competitive template-based RT-PCR method”.
Leukemia 14, 2166-2175. Se describe también que los valores numéricos equilibrados pueden neutralizar los efectos
de la variacion en la expresion del (de los) gen(es) que proporciona(n) el (los) acido(s) nucleico(s) de referencia. Se
describe ademas que se calcula un indice numérico mediante una serie de una o mas funciones matematicas.

Puede conseguirse la determinacion de cual computo matematico usar para proporcionar un indice numérico
indicativo de un estado biolégico mediante cualquier procedimiento conocido en las técnicas, por ejemplo, en las
técnicas matematica, estadistica y/o computacional. Se describe también que determinar el cémputo matematico
implica el uso de un software. Por ejemplo, puede usarse un software de aprendizaje automatico.
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Se describe ademas que puede proporcionarse mas de una muestra correspondiente a cada estado bioldgico. Por
ejemplo, pueden proporcionarse al menos aproximadamente 5 muestras, al menos aproximadamente 10 muestras,
al menos aproximadamente 50 muestras, al menos aproximadamente 100 muestras, al menos aproximadamente
500 muestras, al menos aproximadamente 1.000 muestras, al menos aproximadamente 5.000 muestras, al menos
aproximadamente 10.000 muestras, al menos aproximadamente 50.000 muestras, al menos aproximadamente
100.000 muestras, al menos aproximadamente 500.000 muestras, al menos aproximadamente 1.000.000 muestras,
al menos aproximadamente 5.000.000 muestras o al menos aproximadamente 10.000.000 muestras.

Se describe ademas que pueden compararse mas de 2 estados bioldgicos, por ejemplo distinguirse. Por ejemplo,
pueden proporcionarse muestras de un intervalo de estados biolégicos, por ejemplo, correspondientes a diferentes
etapas de la progresion de la enfermedad, por ejemplo, diferentes etapas del cancer. Las células en diferentes
etapas del cancer incluyen, por ejemplo, una célula no cancerosa frente a una célula cancerosa no metastatizante
frente a una célula metastatizante de un paciente dado en diversos momentos durante el curso de la enfermedad.
Pueden usarse células cancerosas de diversos tipos de cancer incluyendo, por ejemplo, cancer de vejiga, cancer de
hueso, cancer de cerebro, cancer de mama, cancer de colon, cancer del sistema endocrino, cancer gastrointestinal,
cancer ginecoldgico, cancer de cabeza y cuello, leucemia, cancer de pulmédn, linfoma, metastasis, mieloma, tejido
neoplasico, cancer pediatrico, cancer de pene, cancer de prostata, sarcoma, cancer de piel, cancer de testiculo,
cancer tiroideo y cancer del tracto urinario. Se describe también que pueden desarrollarse biomarcadores para
predecir cual agente quimioterapéutico puede funcionar mejor para un tipo dado de cancer, por ejemplo, en un
paciente particular.

Una célula no cancerosa puede incluir una célula de hematoma y/o tejido cicatricial, asi como parénquima
morfolégicamente normal de pacientes sin cancer, por ejemplo, relacionada con pacientes sin cancer o no
relacionada con pacientes con cancer. Las células no cancerosas pueden incluir también parénquima
morfolégicamente normal de pacientes con cancer, por ejemplo, de un sitio cercano al sitio del cancer en el mismo
tejido y/o el mismo 6rgano, de un sitio alejado del sitio del cancer, por ejemplo, en un diferente tejido y/u érgano en
el mismo sistema de érganos o de un sitio ain mas alejado, por ejemplo, en un diferente 6rgano y/o un diferente
sistema de érganos.

Los indices numéricos obtenidos pueden proporcionarse como una base de datos. Los indices numéricos y/o bases
de datos de los mismos pueden encontrar uso en diagndsticos, por ejemplo, en el desarrollo y aplicacion de ensayos
clinicos, como se describe a continuacion.

B. Cribado de micromatrices

Se describen también en la presente memoria técnicas de cribado, por ejemplo, técnicas de cribado que usan
hibridacion en fase sdlida tal como analisis de micromatrices. Por ejemplo, pueden identificarse patrones de
expresion génica relevantes mediante cribado de expresién génica por micromatrices y pueden seguir a esto
ensayos adecuados para el analisis de un subconjunto de genes.

La Figura 26 ilustra el proceso global respecto al uso de cribados de micromatrices. La Figura 26a ilustra
esquematicamente el descubrimiento de genes de interés usando micromatrices. Puede cribarse una poblacion de
genes para determinar un subconjunto de genes de interés, por ejemplo, genes correspondientes a acidos nucleicos
asociados a un primer estado biolégico, pero no a un segundo estado bioldgico. Por ejemplo, puede encontrarse que
un subconjunto de que comprende aproximadamente 30, aproximadamente 50, aproximadamente 80,
aproximadamente 100, aproximadamente 120, aproximadamente 150, aproximadamente 200, aproximadamente
250 o aproximadamente 300 genes esta asociado a un fenotipo clinicamente relevante, por ejemplo, estados
patolégicos frente a no patolégicos, o a cualquier otro estado bioldgico para distinguir, como se discute
anteriormente. Los analisis de micromatrices usados pueden usar cualquier micromatriz y técnica de micromatrices
conocidas en la materia y/o descritas en la presente memoria. Pueden evaluarse entonces uno o mas de los acidos
nucleicos asi identificados de acuerdo con algunas realizaciones descritas en la presente memoria.

La Figura 26b ilustra esquematicamente evaluaciones de genes de interés segun algunas realizaciones descritas
aqui. Brevemente, como ilustra la Figura 26b, puede extraerse el ARNm correspondiente a uno o mas genes (por
ejemplo 3 genes) y transcribirse de forma inversa, por ejemplo, como se discute con detalle anteriormente. De nuevo
como se discute anteriormente, puede equilibrarse cuantitativamente una muestra de ADNc y combinarse con una
mezcla estandarizada apropiada, por ejemplo, que comprende moldes competitivos de cada uno de los genes para
evaluar. Los moldes nativos de cada uno de los 3 genes pueden coamplificarse con su correspondiente molde
competitivo en un recipiente dado. La amplificacion por PCR puede estar seguida por electroforesis, proporcionando
un electroferograma. Pueden usarse las areas bajo la curva para obtener un “cociente de cocientes” como se detalla
anteriormente. Se proporcionan las medidas de la expresion de cada uno de los 3 genes como un valor numeérico.

Puede usarse cualquier otra realizacion o variacion de estos procedimientos, por ejemplo como se dan a conocer en
la presente memoria, por ejemplo, para permitir la deteccién con una o mas sensibilidades, una o mas precisiones,
uno o mas limites de deteccidon y/o uno o mas coeficientes de variacion ensefiados en la presente memoria. En
realizaciones preferidas, los procedimientos empleados pueden mejorar el umbral de deteccion, sensibilidad y/o
coeficiente de variacién en comparacion con micromatrices. Por ejemplo, el andlisis que usa algunas realizaciones
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de la presente invencion puede evitar, reducir y/o controlar las diferencias en las temperaturas de fusion entre ADNc
de cada gen y el oligonucleétido o ADNc localizado en la matriz; las diferencias en la cantidad de muestra cargada;
el tiempo de hibridacion; el rigor del lavado y/o parametros usados para calibrar la intensidad de fluorescencia. Se
proporcionan en el ejemplo V siguiente detalles de experimentos que comparan procedimientos de la presente
invencion con analisis de micromatrices.

Se describe ademas en la presente memoria que se evaluan acidos nucleicos correspondientes a genes de interés
en muestras correspondientes a uno o mas estados biologicos. Por ejemplo, puede usarse una muestra
correspondiente a un primer estado bioldgico y una muestra correspondiente a un segundo estado bioldgico. Se
describe también que pueden evaluarse y/o dar cuenta de las cantidades de acidos nucleicos correspondientes a
cada uno de dichos dos estados bioldgicos, por ejemplo, proporcionando datos representativos de los dos estados
bioldgicos.

La Figura 26¢ ilustra esquematicamente el cdmputo matematico de los valores numéricos obtenidos para los genes
de interés. Pueden usarse los valores numéricos obtenidos de 2 o mas acidos nucleicos para determinar uno o mas
indices numéricos. Por ejemplo, de nuevo como se detalla anteriormente, pueden combinarse matematicamente los
valores numéricos correspondientes a cada uno de un primer y segundo estados biolégicos. Puede determinarse un
cémputo matematico que indica el estado biolégico de interés, por ejemplo, discriminando el primer y segundo
estados bioldgicos. La Figura 26¢ ilustra el uso de software para efectuar los computos matematicos, de nuevo como
se proporciona con detalle anteriormente.

La Figura 26d ilustra esquematicamente el uso de dichos indice numéricos en un entorno clinico, por ejemplo, como
biomarcador para diagnédsticos y/o pronésticos, como se discute con mas detalle a continuacion. Cuando se analizan
muestras clinicas que son de tamafio limitado, es probable que sea mas econdmico medir solo aquellos genes que
contribuyan a la informacion sobre los perfiles de expresion que definen el estado bioldgico de interés. En
consecuencia, en lugar de medir la expresion de una gran poblacion de genes, por ejemplo de aproximadamente
40.000 a aproximadamente 80.000 genes, puede evaluarse un subconjunto menor en muestras clinicas. Usando
algunas realizaciones para evaluar acidos nucleicos proporcionadas en la presente memoria, pueden hacerse
medidas multigénicas en el subconjunto menor y usarse los datos en pruebas de biomarcador, por ejemplo, como
indices numéricos indicativos del estado biolégico.

C. Aplicaciones de diagnoéstico

Se describe también en la presente memoria un procedimiento de identificacion de un estado bioldgico. Se describe
ademas que el procedimiento comprende medir y/o dar cuenta de una cantidad de cada uno de 2 acidos nucleicos
en una muestra, proporcionar las cantidades como valores numéricos, y usar los valores numéricos para
proporcionar un indice numeérico, con lo que el indice numérico indica el estado biolégico. Ademas, se describe que
el indice numérico comprende un indice numérico proporcionado en la Figuras 1, 2 y/o 4.

Puede determinarse un indice numérico que indica un estado biolégico como se describe anteriormente. La muestra
puede obtenerse a partir de un espécimen, por ejemplo un espécimen recogido de un sujeto para tratar. El sujeto
puede estar en un entorno clinico incluyendo, por ejemplo, un hospital, un consultorio de un prestador de servicios
médicos, clinica y/u otra instalacion de servicios médicos y/o investigacion. Pueden entonces medirse y/o dar cuenta
de las cantidades de acido(s) nucleico(s) de interés en la muestra.

La valoracion de las cantidades de acido nucleico puede efectuarse mediante cualquier procedimiento descrito en la
presente memoria. Preferiblemente, el procedimiento usado puede medir y/o dar cuenta de menos de
aproximadamente 10.000 moléculas, menos de aproximadamente 8.000, menos de aproximadamente 6.000 o
menos de aproximadamente 4.000, preferiblemente menos de aproximadamente 1.000, menos de aproximadamente
800, menos de aproximadamente 600 o menos de aproximadamente 400 moléculas de un acido nucleico dado en
una muestra dada. En casos en que se van a medir varios genes en una muestra y/o espécimen, pueden practicarse
realizaciones preferidas usando pequefias cantidades de material celular de partida, por ejemplo, usando las
cantidades de material obtenidas a partir de una muestra de biopsia de diagnéstico, por ejemplo, mediante los
procedimientos descritos con mas detalle anteriormente y/o conocidos en la materia. En realizaciones mas
preferidas, pueden evaluarse mas de un gen al mismo tiempo, y en realizaciones altamente preferidas, cuando se
van a evaluar un ndmero dado de genes, pueden obtenerse simultaneamente los datos de expresion para ese
numero dado de genes. Por ejemplo, en algunas realizaciones, pueden ensayarse los datos obtenidos a partir de
tejido de cancer de pulmén primario. Al comparar el patron de expresion de ciertos genes con los de una base de
datos, puede determinarse el agente quimioterapéutico al que respondera mas probablemente un tumor con ese
patrén de expresion génica.

En algunas realizaciones, pueden usarse procedimientos de la invencién para evaluar simultaneamente tanto un gen
informador exdégeno como un gen constitutivo endégeno, tal como ARN de GAPDH, en una célula transfectada, in
vitro o in vivo. En algunas realizaciones, por ejemplo, pueden medirse las cantidades relativas por célula de gen
exogeno regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR). Aunque se ha resefiado que
numerosas mutaciones diferentes en el gen CFTR estan asociadas a la enfermedad, la mutacién asociada a la
enfermedad mas comun es una delecién de 3 bases en la posiciéon 508. Es posible preparar cebadores que den
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como resultado la amplificacion de uno u otro del gen 508 anormal eliminado o del gen CFTR normal usando los
procedimientos descritos, por ejemplo, en Cha, R. S., Zarbl, H., Keohavong, P., Thilly, W. G., “Match amplification
mutation assay (MAMA): application to the c-Ha ras gene, PCR methods and applications”, 2:14-20 (1992). Estos
pueden usarse con ciertas realizaciones de la presente invencién para medir las cantidades de acido nucleico de
CFTR normal exégeno y/o las cantidades de gen CFTR mutante endégeno.

De forma similar, en algunas realizaciones pueden usarse procedimientos de la invencion para cuantificar el gen de
distrofina exdgeno normal en presencia del gen endégeno mutado. En el caso de distrofina, la enfermedad es el
resultado de deleciones relativamente grandes. Usando cebadores que cubran la region eliminada, puede
amplificarse selectivamente y cuantificar la expresion de un gen normal transfectado y/o un gen constitutivo anormal
de distrofina. Como se apreciara por los especialistas en la materia, pueden evaluarse también de manera similar
otros genes asociados a otras enfermedades y/o afecciones.

En algunas realizaciones, pueden usarse los procedimientos descritos en la presente memoria para determinar los
niveles de expresion normales, por ejemplo, proporcionando valores numéricos correspondientes a niveles de
expresion de transcrito génico normales. Dichas realizaciones pueden usarse para indicar un estado bioldgico
normal, al menos con respecto a la expresion del gen evaluado.

Niveles de expresion normales puede hacer referencia al nivel de expresién de un transcrito en condiciones no
asociadas normalmente a una enfermedad, traumatismo y/u otro ataque celular. En algunas realizaciones, los
niveles de expresion normales pueden proporcionarse como un numero, o preferiblemente como un intervalo de
valores numéricos correspondientes a un intervalo de expresién normal de un gen particular, por ejemplo dentro de +
un porcentaje de error experimental. Puede compararse la comparacion de un valor numérico obtenido para un
acido nucleico dado en una muestra, por ejemplo un acido nucleico correspondiente a un gen particular, con valores
numéricos normales establecidos, por ejemplo, mediante comparacion con datos en la base de datos proporcionada
en la presente memoria. Como los valores numéricos pueden indicar nUmeros de moléculas de acido nucleico en la
muestra, esta comparacion puede indicar si el gen se esta expresando a niveles normales o no.

Se describe ademas un procedimiento para identificar un estado biolégico que comprende valorar una cantidad de
acido nucleico en una primera muestra y proporcionar dicha cantidad como valor numérico, en el que dicho valor
numérico es directamente comparable entre un nimero de otras muestras. Se describe también que el valor
numeérico es directamente comparable con al menos aproximadamente 5, al menos aproximadamente 10, al menos
aproximadamente 100, al menos aproximadamente 1.000, al menos aproximadamente 5.000 o al menos
aproximadamente 10.000 otras muestras. Ademas, se describe que el valor numérico potencialmente es
directamente comparable con un nimero ilimitado de otras muestras. Las muestras pueden evaluarse en diferentes
momentos, por ejemplo, a diferentes dias, en los mismos o diferentes experimentos en el mismo laboratorio y/o en
diferentes experimentos en diferentes laboratorios.

Se describe también que el estado bioldgico corresponde a un nivel de expresion normal de un gen. Cuando el
estado biolégico no corresponde a niveles normales, por ejemplo cae fuera del intervalo deseado, puede indicar un
estado no normal, por ejemplo una afeccion patoldgica, como se discute anteriormente.

EJEMPLOS
EJEMPLO |

El siguiente ejemplo compara un enfoque no “en dos etapas” con uno “en dos etapas” de acuerdo con algunas
realizaciones de la presente invencion.

Reactivos

Se obtuvo el tampon 10xPCR para Rapidcycler (Tris 500 mM, pH 8,3, BSA 2,5 mg/ul, MgCl, 30 mM) de Idaho
Technology, Inc. (Idaho Falls, Id.). Se obtuvieron el tampén Thermo 10x (KCI 500 mM, Tris-HCI 100 mM, pH 9,0, 1,0
% de Triton X-100), polimerasa taq (5 U/pl), cebadores de oligo-dT, RNasin (25 U/ul), marcador de tamafio pGEM y
dNTP de Promega (Madison, Wis.). Se obtuvieron transcriptasa inversa de M-MLV (200 U/ul) y tampén de primera
hebra 5x (Tris-HCI 250 mM, pH 8,3, KCI 375 mM, MgCl; 15 mM, DTT 50 mM) de GibcoBRL (Gaithersburg, Md.). Se
obtuvieron agarosa NuSieve y SeaKem LE de FMC BioProducts (Rockland, Me.). Se obtuvo TriReagent de
Molecular Research Center (Cincinnati, Ohio). Se obtuvo agua exenta de ARNasa de Research Genetics (Huntsville,
Ala.). Se obtuvo el kit DNA 7500 Assay que contiene tinte, matriz y patrones de Agilent Technologies (Palo Alto,
Calif.). Se adquirid la linea celular de adenocarcinoma de pulméon A549 en la American Type Culture Collection
(Rockville, Md.). Se obtuvo el medio de cultivo celular RPMI-1640 de Sigma (St. Louis, Mo.). Se obtuvo ARN de
referencia humano universal de Stratagene (La Jolla, Calif.). Se sintetizaron a medida los cebadores
oligonucleotidicos por Biosource International (Menlo Park, Calif.). Se proporcionaron amablemente los kits de
expresion génica sistema 1 y sistema 1a de G.E.N.E. por Gene Express National Enterprises, Inc. (Huntsville, Ala.).
Todos los demas productos quimicos y reactivos eran de pureza de biologia molecular.

Extraccion de ARN y transcripcion inversa
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Se extrajo el ARN total de células crecidas en monocapa segun el protocolo del fabricante TriReagent. Se precipitd
el ARN de referencia humano universal segun el protocolo del fabricante. Se transcribid6 de forma inversa
aproximadamente 1 ug de ARN total usando transcriptasa inversa de M-MLV y un cebador de oligo-dT.

Enfoque no de dos etapas

Se efectuaron las medidas de expresion génica usando procedimientos publicados anteriormente (no de dos etapas)
(véanse, por ejemplo, Willey, J. C. et al., Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 19: 6-17,1998; Manual de instrucciones del
sistema 1 de Gene Express, Gene Express National Enterprises, Inc. www.genexnat.com 2000) con el kit de
expresion génica sistema 1 o sistema 1a de G.E.N.E. (Gene Express National Enterprises, Inc.). Brevemente, se
prepard una mezcla maestra que contenia tampon, MgClz, dNTP, ADNc, mezcla de moldes competitivos (CT) del
sistema 1 o sistema 1a de G.E.N.E. y polimerasa taq y se tomaron alicuotas en tubos, por ejemplo de una
microplaca de 384 pocillos que contienen cebadores especificos de gen, y se ciclaron en un Rapidcycler (Idaho
Technology, Inc.) o un ciclador térmico Primus HT Multiblock (MWG-BIOTECH, Inc., High Point, N.C.) o un
termociclador de bloque PTC-100 con tapa calentada durante 35 ciclos.

En cada protocolo de este ejemplo, la temperatura de desnaturalizacion era de 94 °C, la temperatura de asociacion
era de 58 °C y la temperatura de alargamiento era de 72 °C. Para el Rapidcyler, el tiempo de desnaturalizacion era
de 5 segundos, el tiempo de asociacion era de 10 segundos, el tiempo de alargamiento era de 15 segundos y la
pendiente era de 9,9. Para el Primus HT Multiblock, los tiempos de desnaturalizacién, asociaciéon y alargamiento
eran cada uno de 1 minuto, la temperatura de tapa era de 110 °C y la presion de tapa era de 150 N. Se evaluaron
los productos de PCR en un gel de agarosa o en Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Inc.) como se
describe a continuacion.

Enfoque en dos etapas

En este ejemplo, se obtuvieron medidas de expresion génica para 9 genes. Se amplificaron las reacciones de PCR
en dos rondas. En la primera ronda, se establecié una reaccién que contenia tampén, MgCl,, dNTP, una mezcla
preparada anteriormente de ADNc y mezcla de moldes competitivos (1:1 de ADNc de p85 de A549 y una de las
mezclas de moldes competitivos del sistema 1a de G.E.N.E., la mezcla D), polimerasa taq y pares cebadores para
los 9 genes. Se cicld esta reaccion durante 5, 8, 10 o 35 ciclos. La mezcla D del sistema 1 de G.E.N.E. contenia CT
de B-actina 10" M y CT de los otros genes 10™® M. La concentracion de cada cebador en la mezcla de cebadores
era de 0,05 pg/ul. Después de esta amplificacion, se diluyd este producto PCR con agua para uso como molde en la
ronda 2.

En la ronda 2, se tomaron alicuotas de una mezcla estandarizada que contenia tampén, MgCl,, polimerasa tag y un
par cebador especifico de un gen dado en tubos que contenian 1 pl de cada una de las siguientes diluciones de
producto de PCR de la primera ronda: no diluido, 1/5, 1/10, 1/50, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000.
Se ciclaron estas reacciones 35 veces y se detectaron en un gel de agarosa o Agilent 2100 Bioanalyzer como se
describe a continuacion. Se seleccionaron los pares cebadores usados en esta ronda de entre los pares cebadores
usados en la ronda 1. No se afiadid6 ADNc ni mezcla de moldes competitivos adicionales a la reacciéon PCR en la
ronda 2, en este ejemplo.

Para controlar las reacciones no en dos etapas, se diluyd en serie la mezcla de ADNc y mezcla de moldes
competitivos preparada para uso en la ronda 1 de los 9 genes antes de la amplificacion: no diluido, 1/5, 1/10, 1/50,
1/100, 1/1.000 y 1/10.000. Se combind una alicuota de 1 pl de cada una de estas diluciones con una alicuota de 9 pl
de una mezcla estandarizada que contiene tampon, MgCls, polimerasa Taq y un par cebador especifico de un gen
dado (0,05 ug/ul de cada cebador). Se amplificaron estas reacciones con solo una ronda de 35 ciclos.

Se obtuvieron también las medidas de expresion génica para otros 96 genes usando un enfoque en dos etapas de
algunas realizaciones. Se usaron en estos experimentos muestras de ADNc derivado de ARN de referencia humano
universal de Stratagene y mezclas de moldes competitivos del sistema 1 de G.E.N.E. (que contienen CT de 96
genes). Se incluyo en las reacciones de la primera ronda una solucidon que contenia cebadores de cada uno de los
96 genes representados por CT en el sistema 1 de G.E.N.E. Se diluy6é esta mezcla de cebadores de 96 genes de
modo que la concentracion de cada cebador fuera de 0,005 ug/ul. Se ciclo cada reaccion de la ronda 1 35 veces. Se
diluyeron entonces los productos de PCR de la ronda 1 100 veces (se diluyé 1 pl de producto de ronda 1 en 99 pl de
agua). Se uso 1 pyl de producto de PCR de ronda 1 diluido en cada reaccion de ronda 2 junto con cebadores para un
gen dado seleccionado de entre aquellos amplificados en la ronda 1, y se ciclaron 35 veces.

Se realizaron reacciones no en dos etapas de control usando muestras de ADNc derivado de ARN de referencia
humano universal de Stratagene y mezclas de moldes competitivos del sistema 1 de G.E.N.E. como se describe
anteriormente. Para estos experimentos, no se realizé dilucién del ADNc ni mezcla de moldes competitivos antes de
la amplificacion.

Electroforesis y cuantificacion

Electroforesis en gel de agarosa:
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Después de la amplificacion, se cargaron directamente los productos de PCR en geles de agarosa al 4 %
(NuSieve:SeaKem 3:1) que contenian bromuro de etidio 0,5 pg/ml. Se sometieron a electroforesis los geles durante
aproximadamente 1 hora a 225 V. Se enfrio el tampdn de electroforesis y se recirculd durante la electroforesis. Se
visualizaron los geles con un sistema de andlisis de imagenes Foto/Eclipse (Fotodyne, Hartland, Wis.). Se
almacenaron las imagenes digitales en un ordenador Power Mac 7100/66 y se empled el software Collage
(Fotodyne) para andlisis densitométrico (o se analizaron usando Agilent 2100 Bioanalyzer (como se discute a
continuacion)).

Se determind la cuantificacion de la expresion génica. En primer lugar, se calcul6 el cociente de molde nativo/molde
competitivo (NT/CT) de un gen de referencia de B-actina, asi como los cocientes de NT/CT para cada uno de los
genes para medir. Debido a que la concentracion inicial de molde competitivo afiadida a la reaccion PCR era
conocida, pudo determinarse la concentracion de NT inicial. Puesto que cada cociente de NT/CT estaba basado en
la tinciéon con un tinte intercalante (bromuro de etidio) de los productos de PCR y la intensidad de tincion esta
afectada tanto por el nimero de moléculas presentes como por la longitud de las moléculas en pares de bases, se
corrigieron arbitrariamente los NT al tamarfio del producto molde competitivo antes de tomar el cociente de NT/CT.
Los heterodimeros (HD), cuando eran medibles, se corrigieron al tamafio del molde competitivo y se dividieron entre
2. Se afiadi6 la mitad del valor de HD al NT y se afiadi6 la otra mitad al molde competitivo antes de tomar el cociente
de NT/CT, puesto que una hebra del HD viene del NT y la otra viene del CT. En segundo lugar, se dividié el nUmero
calculado de moléculas de NT para un gen dado entre el nimero calculado de moléculas de NT de B-actina para
corregir las diferencias de carga.

Para realizaciones que usan el enfoque en dos etapas, se midieron los genes detectados en cada condicion
(variando la dilucion y/o numero de ciclos de la ronda 1) frente a B-actina detectada en las mismas condiciones. Por
ejemplo, la ronda 1 de un proceso en dos etapas contenia cebadores para 9 gene incluyendo B-actina y c-myc, que
pueden usarse como acidos nucleicos de referencia. Se hizo una dilucién 1/100.000 de la reacciéon PCR de la ronda
1y se usé en laronda 2. Se us6 una alicuota de esta dilucion en la ronda 2 para amplificar tanto B-actina como c-
myc. En estas condiciones, se midié c-myc como 3,40x10* moléculas/10° moléculas de p-actina/cuando se ciclé 35
veces en laronda 1y 35 veces en la ronda 2.

La Figura 29 ilustra los resultados de estos experimentos. Brevemente, se amplificaron las reacciones de PCR en
Rapidcycler. En la ronda 1, se prepard una mezcla de reaccion de 10 yl que contenia tampoén, MgClz, dNTP, una
mezcla preparada anteriormente de ADNc y mezcla de moldes competitivos (1:1 de ADNc de p85 de A549 y mezcla
D del sistema 1 de G.E.N.E.), polimerasa Taq y 1 uyl de una solucién madre 10 x de 9 pares cebadores
(concentracion de 0,05 pg/ul). Se ciclo esta reaccion 5, 8, 10 o 35 ciclos. Después de la amplificacion de ronda 1, se
diluyeron los productos de PCR para uso como moldes en la ronda 2. En la ronda 2, se prepararon 10 ul de reaccion
PCR disponiendo 9 ul de mezcla maestra que contenia tampoén, MgCl,, polimerasa Taq y un par cebador especifico
de un gen en tubos que contenian 1 yl de cada una de las siguientes diluciones de producto de PCR de la ronda 1:
no diluido, 1/5, 1/10, 1/50, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 y 1/1.000.000. Se ciclaron estas reacciones 35 veces.
Se seleccionaron los pares cebadores usados en la ronda 2 de entre los pares cebadores usados en la ronda 1. No
se afadieron ADNc ni mezcla de moldes competitivos adicionales a la reaccion PCR en la ronda 2. Para las
reacciones no en dos etapas, se diluyé en serie la mezcla de ADNc y mezclas de moldes competitivos preparadas
para uso en la ronda 1 antes de la amplificacion: no diluido, 1/5, 1/10, 1/50, 1/100, 1/1.000 y 1/10.000. Se
amplificaron estas reacciones en solo una ronda de 35 ciclos. Se combiné una alicuota de 1 ul de cada dilucién con
una alicuota de una mezcla que contenia tampoén, MgCl,, polimerasa Taq y un par cebador especifico de un gen
(0,05 pg/ul de cada cebador). Se determind la cuantificacion de la expresion génica.

Electroforesis microcapilar en Agilent 2100 Bioanalyzer:

Después de la amplificacion, se cargd 1 ul de cada 10 pl de reaccién PCR en un pocillo de un chip preparado segun
el protocolo del fabricante para DNA 7500 Assay. Brevemente, se cargaron 9 pl de matriz de gel-tinte en el chip en
un pocillo y se pusieron a presion los chips durante 30 segundos. Se rellenaron dos pocillos adicionales con matriz
de gel-tinte y se cargaron los pocillos restantes cada uno con 5 pl de marcador de peso molecular. Se cargé 1 ul de
marcador de tamafio de ADN en un pocillo de marcador de tamarfio y se cargd 1 pl de producto de PCR en cada
pocillo de muestra. Se agité con vortex el chip y se dispuso en Agilent 2100 Bioanalyzer. El programa DNA 7500
Assay que se manejo aplica una corriente secuencialmente a cada muestra para separar productos. Se detect6 ADN
por fluorescencia del tinte intercalante en la matriz de gel-tinte. Se calcularon los cocientes de NT/CT a partir del
area bajo la curva para cada producto de PCR y se realizd una correccion de tamafio puesto que, como en la
electroforesis en gel de agarosa tefiida con bromuro de etidio, se usé un tinte intercalante para detectar el ADN.

Se realizaron todos los andlisis estadisticos usando SPSS versién 9.0 para Windows. Se realizé una prueba de
correlacion Pearson de dos colas sobre datos transformados logaritmicamente para comparar los valores de
expresion génica obtenidos usando un enfoque no en dos etapas con aquellos obtenidos usando uno en dos etapas,
de acuerdo con algunas realizaciones de la presente invencion. La correlacion se consideré estadisticamente
significativa si el vapor de p era menor de 0,05.

Resultados: Enfoque no en dos etapas de amplificacion de 9 genes
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La Figura 30 ilustra los resultados de experimentos que comparan enfoques no en dos etapas (30A y 30C) con
enfoques en dos etapas (30B y 30D), segun algunas realizaciones de la presente invencion. Las Figuras 30A-D
ilustran los resultados representativos de usar un proceso en dos etapas frente a uno no en dos etapas. La Figura
30A ilustra que, en una reaccion no en dos etapas que usa cebadores de B-actina, una dilucién de la mezcla de
reaccion PCR no amplificada de la ronda 1 de mas de 100, seguida de una ronda de 35 ciclos de amplificacion por
PCR con un par de cebadores no producia ningun producto detectable. Los carriles son como sigue: carril 1,
marcador de tamafo pGEM; carril 2, reaccion PCR que contenia ADNc no diluido en que el NT de B-actina es
equivalente a 300.000 moléculas iniciales de CT de B-actina; carril 3, reacciones PCR que contienen ADNc diluido
1:5/mezcla de CT, 60.000 moléculas; carril 4, ADNc diluido 1:10/mezcla de CT, 30.000 moléculas; carril 5, ADNc
diluido 1:50/mezcla de CT, 6.000 moléculas; carril 6, ADNc diluido 1:100/mezcla de CT, 3.000 moléculas; carril 7,
ADNCc diluido 1:1000/mezcla de CT, 300 moléculas; carril 8, ADNc diluido 1:10.000/mezcla de CT, 30 moléculas.

La Figura 30B ilustra productos de PCR obtenidos a partir de un enfoque en dos etapas, usando una alicuota de
producto de PCR de ronda 1 y cebadores de B-actina. Carril 1, marcador de tamafio pGEM; carril 2, 1/500 de 10 pl
del producto de PCR de ronda 1 (1 pl de dilucién 1:50), equivalente a 600 moléculas iniciales de CT de B-actina;
carril 3, 1/1000 de producto de PCR de ronda 1, 300 moléculas; carril 4, 1/10.000 de producto de PCR de ronda 1,
30 moléculas; carril 5, marcador de tamafio pGEM; carril 6, 1/10.000 de producto de PCR de ronda 1, 30 moléculas;
carril 7, 1/100.000 de producto de PCR de ronda 1, 3 moléculas; carril 8, 1/1.000.000 de producto de PCR de ronda
1, 0,3 moléculas; carril 9, 1/10.000.000 de producto de PCR de ronda 1, 0,003 moléculas.

La Figura 30C ilustra una reaccidon no en dos etapas que usa cebadores de catalasa, en que una diluciéon de la
mezcla de reaccion PCR no amplificada de ronda 1 de mas de 100, seguida de una ronda de 35 ciclos de
amplificacién por PCR con un par cebador no producia ningun producto detectable. Es decir, diluir la mezcla de
reaccion PCR no amplificada mas de 1.000 veces seguido de una ronda de 35 ciclos de PCR no producia producto,
como era el caso con B-actina (Figura 30A). Los carriles son como sigue: carril 1, marcador de tamafio pGEM; carril
2, reaccion PCR que contenia ADNc no diluido y mezcla de moldes competitivos, equivalente a 3.000 moléculas de
CT de catalasa; carril 3, ADNc diluido 1:5/mezcla de CT, 600 moléculas; carril 4: ADNc diluido 1:10/mezcla de CT,
300 moléculas; carril 5, ADNc diluido 1:50/mezcla de CT, 60 moléculas; carril 6, ADNc diluido 1:100/mezcla de CT,
30 moléculas; carril 7, ADNc diluido 1:1.000/mezcla de CT, 3 moléculas; carril 8, ADNc diluido 1:10.000/mezcla de
CT, 0,3 moléculas.

La Figura 30D ilustra productos de PCR obtenidos a partir de un enfoque en dos etapas, usando una alicuota de
producto de PCR de ronda 1 y productos de PCR de cebadores de catalasa para la segunda ronda. Los carriles son
como sigue: carril 1, marcador de tamafio pGEM; carril 2, 1/100 de 10 yl de producto PCR de ronda 1 (1 ul de
dilucion 1:10), equivalente a 30 moléculas de CT de catalasa; carril 3, 1/500 de producto de PCR de ronda 1, 6
moléculas; carril 4, 1/1.000 de producto de PCR de ronda 1, 3 moléculas; carril 5, 1/10.000 de producto de PCR de
ronda 1, 0,3 moléculas; carril 6, 1/100.000 de producto de PCR de ronda 1, 0,03 moléculas; carril 7, 1/1.000.000 de
producto de PCR de ronda 1, 0,003 moléculas; carril 8, 1/10.000.000 de producto de PCR de ronda 1, 0,0003
moléculas.

Enfoque en dos etapas de amplificacion de 9 genes

Después de 35 ciclos de amplificacion en ronda 1 con pares cebadores de 9 genes, se diluyeron alicuotas de los
productos de PCR y se amplificaron con cebadores de uno de los 9 genes. Se observaron bandas brillantes y
marcadas para cada gen. Por tanto, se us6 en enfoques en dos etapas para obtener 9 medidas de expresion génica
la misma cantidad de ADNc y mezcla de moldes competitivos que se usa una reaccion tipica no en dos etapas para
medir un gen en una ronda de amplificacion.

Ademas, el producto de PCR de la ronda 1 puede diluirse mas de 100.000 veces para c-myc, 1.000.000 veces para
B-actina o 10.000.000 veces para catalasa y seguir cuantificandose después de amplificacion con pares cebadores
de un gen en la ronda 2 (Figura 29). En contraposicion, cuando se diluia el ADNc y la mezcla de moldes
competitivos usados en la ronda 1 mas de 1.000 veces antes de la amplificacion (o mas de 100 veces para -actina)
y se amplificaba entonces con un solo par cebador de uno cualquiera de estos genes en una sola ronda de 35 ciclos,
no se observaba producto detectable. La cantidad de producto amplificado que podia diluirse antes de la ronda 2 y
seguir produciendo producto detectable después de la ronda 2 estaba directamente relacionada con el numero de
ciclos de la ronda 1.

Aumentar el nimero de ciclos usados en la ronda 1 aumentaba la cantidad de producto de PCR que podia diluirse
antes de la ronda 2 y seguir siendo detectable después de la amplificacion de la ronda 2. Por lo tanto, pueden
hacerse mas medidas de expresion génica usando una muestra cuando se amplifica en un enfoque en dos etapas
(por ejemplo, usando 35 ciclos en cada ronda) que cuando se usan menos ciclos (por ejemplo, 5, 8 y 10 ciclos) en la
ronda 1, o cuando no se usa segunda ronda. Se muestran en la Figura 29 detalles de cada gen y cada condicion. Se
muestran en la Figura 30 los geles representativos del control de reacciones no en dos etapas y reacciones en dos
etapas.

Enfoque en dos etapas de amplificacion de 96 genes
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Se muestran en la Figura 4 los valores de expresion génica obtenidos mediante reaccién no en dos etapas y en dos
etapas de 96 genes usando ADNc derivado de ARN de referencia humano universal de Stratagene. Aunque se
incluyeron 96 pares de cebadores en las reacciones en dos etapas, se resefian valores de expresion génica de solo
93 genes porque 1) cada valor de expresion génica se resefia como moléculas de un gen dado/10° moléculas de -
actina, asi que no se resefian los valores de -actina, 2) aunque se incluyen dos conjuntos de reactivos para medir la
expresion génica de GAPD (GAPD CT1 y GAPD CT1) en el kit sistema 1 de G.E.N.E., solo se midi6 GAPD CT1 en
esta muestra y 3) los reactivos de un gen, BAX-a, proporcionado en el kit no pasaron el ensayo de control de calidad
realizado por G.E.N.E., Inc., asi que no se valoré este gen en este estudio. Los analisis bivariados de los valores de
expresion génica usando los dos enfoques revelaron una correlacion positiva (r= 0,993) altamente significativa (p=
0,001). Los dos enfoques eran reproducibles, no mostrando diferencias significativas en las medidas para mas de un
90 % de los genes ensayados (Figura 29).

La Figura 31 es una grafica que muestra la correlacion de los valores de expresion génica de 96 genes obtenidos
por enfoques en dos etapas o no en dos etapas. Se combinaron muestras de ADNc derivado de ARN de referencia
humano de referencia de Stratagene con mezclas de CT (se usaron mezclas B, C, D, E y F del sistema 1 de
G.E.N.E.) y se amplificaron por StaRT-PCR sencilla o por StaRT-PCR muiltiple de 96 genes con pares cebadores de
todos los genes del sistema 1 de G.E.N.E. Se presentan los valores medios en la Figura 4 para los 93 genes que
pudieron evaluarse. De estos, 79 se midieron por los enfoques tanto no en dos etapas como en dos etapas y
pudieron compararse. Se presentan los valores de expresioén génica como moléculas de ARNm por 10° moléculas
de ARNm de B-actina. Se representan los valores obtenidos por los procedimientos no en dos etapas frente al eje X
y se representan los valores obtenidos por procedimientos en dos etapas frente al eje Y.

Medidas por enfoque en dos etapas de muestras pequefias.

Las Figuras 1y 2 indican los datos de expresion génica obtenidos a partir de pequefias cantidades de materiales. La
Figura 1 muestra los datos recogidos a partir de una biopsia de aspiracion con aguja fina de células de tejido
primario de carcinoma pulmonar no microcitico (NSCLC). Se midieron todos los datos usando las mezclas de moldes
competitivos del sistema 1 de GENE por 18 PCR muiltiple.

La Figura 2 muestra los datos recogidos a partir de células de tejido primario de un donante de pulmén que no tenia
enfermedad pulmonar. Se recogié también la expresion génica usando PCR multiple de 96 genes con las mezclas
de moldes competitivos del sistema 1 de GENE.

EJEMPLO Il

El siguiente ejemplo proporciona detalles adicionales del proceso global de evaluacion de las medidas de expresion
segun algunas realizaciones de la presente invencion.

Materiales

1. Los reactivos de RT-PCR estandarizada, incluyendo cebadores y mezclas estandarizadas, se adquieren en
Gene Express, Inc. (GEI, Toledo, OH).

2. Tampon para Idaho Rapidcycler air thermocycler: Tris-HCI 500 mM, pH 8,3, BSA 2,5 pg/ul, MgCl, 30 mM
(Idaho Technology, Inc., Idaho Falls, ID).

3. Tampon para termocicladores de bloque, Thermo 10 X, KCI 500 mM, Tris-HCI 100 mM, pH 9,0, Triton X-100
al 1,0 % (Promega, Madison, WT).

4. Polimerasa taq (5U/pl), transcriptasa inversa del virus de leucemia de murino Moloney (MMLV), tampdn de
primera hebra de MMLV RT 5X: Tris-HCI 250 mM, pH 8,3, KCI 375 mM, MgCl> 15 mM, ditiotreitol 50 mM, cebadores
de oligo-dT, Rnasin, marcador de tamafio pGEM vy trifosfatos de desoxinucleétidos (ANTP) se obtienen también de
Promega.

5. TriReagent se obtiene de Molecular Research Center, Inc. (Cincinnati, OH).

6. El agua exenta de ribonucleasa (ARNasa) y los kits de clonacion TOPO TA se obtienen de Invitrogen
(Carlsbad, CA). La calidad del agua exenta de ARNasa puede ser importante para la extraccion eficaz de ARN
intacto. Por ejemplo, un tratamiento con DEPC inadecuado y/o una retirada inadecuada del DEPC después del
tratamiento puede inhibir la transcripcion inversa y la PCR.

7. Los kits de preparacion de plasmido GigaPrep se adquieren en Qiagen (Texas).
8. Los chips Caliper AMS 90SE se obtienen de Caliper Technologies, Inc. (Mountain View, CA).
9. Las columnas de purificacion de ADN se obtienen de QiaQuick (Qiagen, Valencia, CA).

Extraccion de ARN y transcripcion inversa

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2530 057 T3

Extraccion de ARN: Las suspensiones celulares pueden sedimentarse, escurrirse el sobrenadante, disolverse el
sedimento en TriReagent y extraerse (segun las instrucciones del fabricante y los procedimientos descritos
anteriormente, véase, por ejemplo, Bustin, S. A. (2000) “Absolute quantification of mRNA using real-time reverse
transcription polymerase chain reaction assays”. J. Mol. Endocrinol. 25, 169-193. El sedimento de ARN puede
almacenarse en etanol a -80 °C o suspenderse en agua exenta de ARNasa y congelarse a -80 °C. Puede
almacenarse en estas condiciones durante afios. La calidad del ARN puede evaluarse en Agilent 2100 usando el
chip de ARN, segun las instrucciones del fabricante.

Transcripcion inversa 1: Puede transcribirse de forma inversa 1 ug de ARN total usando MMLV RT y un cebador de
oligo-dT como se describe anteriormente. Véase, por ejemplo, Willey, J. C, Coy, E. L., Frampton, M. W., et al. (1997)
“Quantitative RT-PCR measurement of cytochromes p450 1A1, 1B1, and 2B7, microsomal epoxide hydrolase, and
NADPH oxidoreductase expression in lung cells of smokers and non-smokers”. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 17, 114-
124. Para cantidades pequefias de ARN (por ejemplo, menos de aproximadamente 100 ng), puede mejorarse la
eficacia de la transcripcion inversa usando Sensiscript™ en lugar de transcriptasa inversa de MMLV, por ejemplo,
puede obtenerse una transcripcion inversa eficaz de aproximadamente 50 ng de ARN con Sensiscript™. La reaccion
puede incubarse a 37 °C durante 1 h.

Sintesis y clonacién de moldes competitivos

Los moldes competitivos patrones internos (CT) pueden construirse basandose en procedimientos anteriormente
descritos. Véanse, por ejemplo, Willey, J. C, Crawford, E. L. y Jackson, C. M. (1998) “Expression measurement of
many genes simultaneously by quantitative RT-PCR using standardized mixtures of competitive templates”. Am. J.
Respir. Cell Mol. Biol. 19, 6-17; Crawford, E. L., Peters, G. J., Noordhuis, P., et al. (2001) “Reproducible gene
expression measurement among multiple laboratories obtained in a blinded study using standardized RT (StaRT)-
PCR”. Mol. Diagn. 6, 217-225; y/o Celi, F. S., Zenilman, M. E. y Shuldiner, A. R. (1993) “A rapid and versatile method
to synthesize internal standards for competitive PCR”. Nucleic Acids Res. 21, 1047.

Diserio de cebador de molde nativo

Antes de construir un CT de un gen, puede disefiarse un par cebador que amplifique (preferiblemente que amplifique
eficazmente) ADNc nativo correspondiente al gen expresado. Por ejemplo, pueden disefarse cebadores con una o
mas de las siguientes caracteristicas: (1) la capacidad de amplificar de aproximadamente 200 a aproximadamente
850 bases de la region de codificacion de genes de interés; (2) una temperatura de asociacion de aproximadamente
58 °C (tolerancia de + 1 °C). Puede usarse Primer 3 del software Primer 3.1 (Steve Rozen, Helen J. Skaletsky, 1996,
1997) para disenar los cebadores (codigo disponible en http://www-
genome.wi.net.edu/genome_software/other/primer3.html) en algunas realizaciones. Los cebadores se disefiaron
inicialmente usando el software Primer 3.1 para amplificar de aproximadamente 200 a aproximadamente 800 bases
de la region de codificacion de genes diana con una temperatura de asociacion de aproximadamente 58 °C
(tolerancia de + 1 °C). Esto permitié que las reacciones PCR de este ejemplo operaran en condiciones idénticas o
casi idénticas y permite ademas la automatizacion y aplicaciones de alto rendimiento, incluyendo electroforesis en
gel capilar de microfluidos. Por ejemplo, las secuencias cebadoras y los nimeros de acceso a Genbank para ciertos
genes estan disponibles en www.geneexpressinc.com. Pueden disefiarse también los cebadores para amplificar de
aproximadamente 20 a aproximadamente 2.000 bases, en otros ejemplos.

Ensayo de cebador de molde nativo

Los cebadores disefiados pueden sintetizarse y usarse para amplificar molde nativo de ADNc correspondiente al (a
los) gen(es) de interés. La presencia de una sola banda fuerte después de 35 ciclos de PCR puede verificar que los
cebadores son suficientemente eficaces y/o especificos para algunas realizaciones. Por ejemplo, pueden ensayarse
los cebadores usando ARN transcrito de forma inversa de una variedad de tejidos y/o clones de ADNc conocidos por
representar el (los) gen(es) de interés. En algunas realizaciones, pueden redisefiarse los pares de cebadores que no
consiguen amplificar el gen diana en ningin tejido ni clon de ADNc individual, por ejemplo menos de
aproximadamente un 10 % del tiempo, y repetirse el proceso.

Disefio de cebador de molde competitivo

Puede prepararse un cebador de CT segun procedimientos descritos anteriormente y/o como se ilustran en la Figura
3. La Figura 32a ilustra que pueden usarse cebadores de codificacion (barra rayada) e inverso (barra negra) (aprox.
20 pb de longitud) que cubren una region de 150-850 pb para amplificar el molde nativo (NT) de ADNc. La
polimerasa Taq puede sintetizar ADN a partir de estos cebadores (lineas discontinuas) usando el NT.

La Figura 32b ilustra que después de ensayar que los cebadores de molde nativo funcionan, puede disefiarse un
cebador de CT para que sea un cebador de aproximadamente 40 pb con la secuencia del cebador inverso (barra
negra) en el extremo 5’ y una secuencia de 20 pb homéloga de una secuencia de molde nativo interna (barra blanca)
en el extremo 3’, colineal con la secuencia del cebador inverso. El extremo 3’ de este cebador de 40 pb puede
disefiarse para que sea homologo de una region de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 pb interna del
cebador inverso. El extremo 5’ de este cebador de aproximadamente 40 pb puede hibridar con la region homadloga
del cebador inverso, mientras que el extremo 3’ puede hibridar con la secuencia interna. Ademas, la polimerasa Taq
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puede sintetizar ADN usando los cebadores unidos al extremo 3’ (linea discontinua) y no el cebador unido al
extremo 5’.

La Figura 32c ilustra que, en el siguiente ciclo de PCR, el ADN recién sintetizado usando el cebador de
aproximadamente 40 pb hibridado con la secuencia interna puede unirse al cebador de codificacion (barra rayada) y
puede sintetizarse una hebra homadloga. La Figura 32d ilustra que esto puede generar un CT bicatenario con la
secuencia de cebador inverso aproximadamente 100 pb mas cerca del cebador de codificaciéon de lo que aparece
naturalmente en el NT. Véanse, por ejemplo, Chomczynski, P. y Sacchi, N. (1993) “Single-step method of RNA
isolation by acid guanidiniurn thiocyanate-phenol-chloroform extraction”. Anal. Biochem. 62, 156-159; Celi, F. S,
Zenilman, M. E. y Shuldiner, A. R. (1993) “A rapid and versatile method to synthesize internal standards for
competitive PCR”. Nucleic Acids Res. 21, 1047).

Ensayo de cebador de molde competitivo

El CT preparado puede ensayarse. Por ejemplo, el cebador de CT puede emparejarse con el cebador de
codificacion disefiado y usarse para amplificar el CT a partir de ADNc nativo. Antes de construir cada molde
competitivo en este ejemplo, se ensayé cada par cebador de este ejemplo usando ARN transcrito de forma inversa a
partir de una variedad de tejidos o clones de ADNc individuales conocidos por representar el gen de interés como
control de calidad. Para los pares cebadores que fallaban (aproximadamente un 10 % del tiempo), se disefiaron
nuevos y se repitid el proceso. Para cada gen, se preparé entonces un cebador de molde competitivo (un oligo de
fusion de aproximadamente 40 pb). El extremo 3’ de cada cebador de fusién consistia en una secuencia de
aproximadamente 20 bases homologa de una region de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 bases en
direccion 3’ al cebador inverso. El extremo 5’ era el cebador inverso de 20 pb.

Produccién de molde competitivo-patron interno

Para cada uno de un nimero de genes para ensayar, pueden establecerse 5 reacciones PCR de 10 pl, usando el
cebador de codificacion de NT disefiado y el cebador de CT, y amplificarse durante 35 ciclos. Los productos de las 5
reacciones PCR pueden combinarse, someterse a electroforesis en gel NuSieve al 3 % en 1xTAE, cortarse la banda
del tamafio correcto del gel y extraerse usando un procedimiento QiaQuick (Qiagen, Valencia, Calif). Los productos
de PCR purificados pueden clonarse en el vector PCR 2.1 usando los kits de clonacion TOPO TA (Invitrogen,
Carlsbad, Calif.), que pueden transformarse entonces en HS996 (una variante de DH10B resistente al fago T1).
Después de clonacion y transformacion, pueden sembrarse colonias en placas LB que contienen X-Gal, IPTG y
carbenicilina y seleccionarse 3 colonias blancas aisladas. Pueden prepararse minipreparaciones de plasmido,
efectuarse la digestion con EcoRI y someterse a electroforesis los productos digeridos en agarosa SeaKem al 3 %.
Para aquellos clones que muestran un inserto basandsose en la digestion con EcoRI, puede confirmarse que el
inserto es el deseado mediante secuenciacion de la misma preparacion de plasmido no digerido usando cebadores
especificos de vector. Pueden usarse clones con homologia con la secuencia génica correcta y que tienen un 100 %
de coincidencia con las secuencias de cebador en la preparacion de CT a gran escala, y pueden incluirse en
mezclas estandarizadas. Por ejemplo, aquellos que pasan esta valoracion de control de calidad pueden usarse en
las siguientes etapas.

Se prepararon entonces plasmidos de cada clon de calidad asegurada en cantidades suficientemente grandes
(aproximadamente 1,5 |) para permitir aproximadamente 1.000 millones de ensayos (aproximadamente 2,6 mg). Se
purificaron los plasmidos de las células cosechadas resultantes usando el kit Qiagen GigaPrep. Se valoraron los
rendimientos de plasmido usando un fluorometro Hoeffer DyNAQuant 210.

En este ejemplo, se secuencié de nuevo una alicuota de cada preparacion de plasmido como control de calidad.
Para cada molde competitivo que pasaba las etapas de control de calidad esquematizadas en este ejemplo, se
valoré la sensibilidad del CT clonado y los cebadores efectuando reacciones PCR en diluciones en serie y
determinando la concentracion limitante que seguia produciendo un producto de PCR. En este ejemplo, se
permitieron incluir en mezclas de moldes competitivos estandarizadas solo aquellas preparaciones y cebadores que
permitian la deteccién de 60 moléculas o menos (por ejemplo, un producto obtenido con 10™"® CT en un volumen de
reaccion PCR de 10 pl). En este ejemplo, la mayoria de ensayos que se desarrollaron tenian una sensibilidad de
aproximadamente 6 moléculas o menos (por gjemplo, mas de un 80 % de los CT que se desarrollaron tenian una
sensibilidad de 6 moléculas o0 menos o CT 107" M).

Preparacion de mezclas estandarizadas

Se mezclaron plasmidos de preparaciones de calidad asegurada en mezclas de moldes competitivos que
representan 24 o 96 genes. La concentracion de moldes competitivos en las mezclas estandarizadas de 24 genes
eran 4x10”° M para CT de B-actina, 4x107° M para GAPD (CT1), 4x10™" M para GAPD (CT2) y 4x10® M para cada
uno de los otros CT en este ejemplo.

Las mezclas de moldes competitivos de 24 genes pueden linealizarse por digestion con Notl antes de la preparacion

de una serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie descritas a continuacion. Por ejemplo, pueden incubarse

las mezclas con enzima Notl a una concentracion de 1 unidad/ug de ADN de plasmido en aproximadamente 15 ml

de tampodn a 37 °C durante 12-16 horas. Se combinaron 4 mezclas de moldes competitivos de 24 genes linealizados
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en iguales cantidades, produciendo mezclas de moldes competitivos de 96 genes con concentraciones de 10° M
para p-actina, 10"° M para GAPD (CT1), 10™"" para GAPD (CT2) y 10® M para los otros CT. Estas mezclas pueden
diluirse entonces en serie con una mezcla de CT de genes de referencia, por ejemplo, que comprende B-actina 10°
M, mezcla de GAPDH (CT1) 10" M, GAPDH (CT2) 10™"" produciendo una serie madre a concentraciones de 10° M
para B-actina, 10" M para GAPD CT1, 10" M para GAPD CT2 y 10'8, 10'9, 107 , 10'11, 1072 y 10" M para los
otros CT usados en este ejemplo.

Estas concentraciones madre pueden diluirse 1.000 veces, proporcionando diluciones de trabajo, por ejemplo,
produciendo una serie de 6 mezclas estandarizadas diluidas en serie (A-F) a concentraciones de 10" M para -
actina, 10 M para GAPD CT1, 10™* M para GAPD CT2y 10™"" (A), 107"? (B), 10" (C), 10™ (D), 10™ (E) y 10™° M
(F) para los otros CT usados en este ejemplo.

A continuacion, se ilustra el uso de una serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie de acuerdo con algunas
realizaciones de la presente invenciéon. En este ejemplo, “SMIS” hace referencia a una mezcla estandarizada de
patrones internos, preparada de acuerdo con realizaciones de la presente invencion.

Puede combinarse un volumen de muestra de ADNc (diluida a un nivel en equilibrio con la cantidad de moléculas de
CT de B-actina en 1 pl de SMIS (6 x 10° moléculas)) y mezclarse con un volumen igual de SMIS A-F apropiada, de
tal modo que el cociente de NT/CT de un acido nucleico que se esta midiendo sea mayor de aproximadamente 1/10
y menor de aproximadamente 10/1. Por ejemplo, si entre las muestras previas se ha expresado un gen dentro de un
intervalo de 10'-10° moléculas/10® moléculas de B-actina, el gen se medira usando la SMIS E. En contraposicion, si
entre las muestras previas se ha expresado un gen dentro de un intervalo de 10°-10” moléculas/10° moléculas de B-
actina, el gen se medira usando la SMIS B. Si no es conocida la SMIS apropiada para un gen particular en una
muestra de un tipo particular de tejido, puede medirse la expresion usando las SMIS tanto C como E. Esto permite la
medida dentro de 4 6rdenes de magnitud. Para las raras muestras que expresan el gen fuera de los intervalos
esperados, puede efectuarse un analisis de seguimiento con la mezcla de CT apropiada. Por ejemplo, para los
pocos genes expresados a muy alto o muy bajo nivel, pueden repetirse los analisis con la SMIS Ao F.

Puede usarse un volumen de 1 pl de mezcla de ADN/SMIS para cada ensayo de expresion génica para efectuar y
puede combinarse con los demas componentes de la mezcla de reaccion PCR, por ejemplo, tampoén, dNTPs, Mg++,
polimerasa Taqg, H20). Pueden prepararse tubos o pocillos con un par cebador de un solo gen para medir. Si los
productos se van a analizar por el dispositivo PE 310, los cebadores pueden marcarse con el flior apropiado.
Pueden disponerse alicuotas de esta mezcla de reaccién PCR en tubos individuales que contienen cada uno
cebadores de un solo gen. Usando este enfoque, se fija simultaneamente el cociente de CT para cada gen en la
mezcla respecto a su correspondiente NT en el ADNc. Cuando se transfieren alicuotas de esta mezcla a recipientes
de reaccion PCR, aunque puede haber variaciones en los volumenes de carga resultantes del pipeteo, la variacion
esta controlada en el cociente de NT/CT para cualquier gen respecto al cociente de NT/CT para un gen de
referencia. Este enfoque posibilita también la medida de la expresién estandarizada.

Ampilificacién por PCR

Cada mezcla de reaccién puede ciclarse en un termociclador de aire (por ejemplo, Rapidcycler (Idaho Technology,
Inc., Idaho Falls, ID)) o termociclador de bloque (por ejemplo, ciclador térmico en bloque PTC-100 con tapa
calentada, MJ Research, Inc., Incline Village, NV) durante 35 ciclos. En cualquier termociclador, la temperatura de
desnaturalizacion es de 94 °C, la temperatura de asociacion es de 58 °C y la temperatura de alargamiento es de
72 °C.

Separacion y cuantificacion de los productos de PCR de NT y CT

a. Gel de agarosa. Después de la amplificacion, todo el volumen del producto de PCR (tipicamente 10 pl) puede
estar en pocillos de geles de agarosa al 4 % (NuSieve: Sea Kem 3/1) que contienen bromuro de etidio 0,5 pg/ml. Los
geles pueden someterse a electroforesis durante aprox. 1 h a 225 V en tampon enfriado continuamente y
visualizarse y cuantificarse entonces con un analizador de imagenes (productos disponibles en Fotodyne, BioRad).
Después de la electroforesis, puede determinarse la cantidad relativa de NT y CT mediante cuantificacion
densitométrica de bandas que se han tefiido con un tinte intercalante (por ejemplo, bromuro de etidio).

b. Dispositivo de PE Prism 310 Genetic Analyzer. Los productos de PCR pueden amplificarse con cebadores
marcados con fldor. Puede combinarse 1 pl de cada reaccion PCR con 9 ul de formamida y 0,5-01 ul de marcador
de tamafio ROX. Pueden calentarse las muestras a 94 °C durante 5 min y enfriarse instantaneamente en una
suspension densa de hielo. Pueden cargarse muestras en la maquina y someterse a electroforesis a 15 kV, 60 °C
durante 35-45 min usando polimero POP4 y el conjunto de filtros D. Los parametros de inyeccion pueden ser 15 kV,
5 s. Puede usarse software de analisis de fragmentos GeneScan (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA), para
cuantificar las alturas de pico que se usan para calcular los cocientes de NT/CT. No tiene que efectuarse correcciéon
de tamafio cuando cada molécula de ADNc se marcaba con un marcador fluorescente de un cebador marcado.

c. Dispositivo de CE Agilent 2100 Bioanalyzer Microfluidic. Pueden usarse el kit DNA 7500 o DNA 1000 LabChip.
Después de la amplificacion, puede cargarse 1 ul de cada reaccién PCR de 10 ul en un pocillo de un chip preparado
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segun el protocolo suministrado por el fabricante. Puede realizarse el ensayo de ADN, que aplica una corriente a
cada muestra secuencialmente para separar NT de CT. EI ADN puede detectarse mediante fluorescencia de un tinte
intercalante en la matriz de gel-tinte. Los cocientes de NT/CT pueden calcularse a partir del area bajo la curva (AUC)
y pueden hacerse una o mas correcciones de tamafio.

d. Dispositivo de CE Caliper AMS 90 Microfluidic. Las reacciones PCR pueden establecerse en pocillos de una
microplaca de 96 o 384 pocillos. Después de la amplificacion, puede disponerse la microplaca en un Caliper AMS 90
y seguirse el protocolo recomendado por el fabricante. EI AMS 90 puede retirar y someter a electroforesis una
muestra de cada pocillo secuencialmente cada 30 s. Los productos de PCR de NT y CT pueden separarse y
cuantificarse. Cuando la deteccién es mediante tinte intercalante fluorescente, no es necesaria la correcciéon de
tamano.

e. Separacion por MALDI-TOF. Se ha descrito recientemente un procedimiento para separar productos de PCR.
Ding, C. y Cantor, C. R. (2003) “A high-throughput gene expression analysis technique using competitive PCR and
matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight MS”. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100, 3059-3064. Este
procedimiento puede usarse para cuantificar productos resultantes de la amplificacion de ADNc en presencia de
SMIS.

Calculo de la expresién génica- calculo del nimero de moléculas de NT presentes al inicio de la PCR para cada gen

Las etapas realizadas para calcular la expresion génica pueden estar basadas en valores de medida densitométrica
para productos de PCR de NT y CT separados electroforéticamente, tales como aquellos presentados en la Figura
33. Los calculos siguientes estan basados en el ejemplo de la Figura 33, midiendo la expresion del gen GST
respecto a B-actina en una muestra de células epiteliales bronquiales (BEC) reales. Se incluy6 un volumen de SMIS
que contiene 600.000 moléculas de moldes competitivos de B-actina y 6.000 moléculas de moldes competitivos de
GST al inicio de la reaccion PCR. Para cada gen, el NT y el molde competitivo amplifican con la misma eficacia. Por
tanto el cociente de producto de PCR de NT/CT del gen de B-actina permite la determinacién del numero de copias
de NT de B-actina al inicio de la PCR y el cociente de NT/CT del gen diana permite la determinacion del nimero de
copias de NT del gen diana al inicio de la PCR, como se detalla en las etapas siguientes:

1. Corregir el area bajo el pico (AUP) del producto de PCR de NT a la longitud del ADN de CT.
2. Determinar el cociente de AUP de NT corregido a AUP de CT.
3. Multiplicar el valor de NT/CT por el nimero de moléculas de CT al inicio de la PCR.

Se esquematiza a continuacion un calculo de las moléculas de B-actina usando el protocolo anterior:

1. 416/532 (pb de CT de B-actina/pb de NT) x 42 (AUP de NT) = 33 (valor de NT corregido).
2. Corregir el AUP de NT de B-actina dividido entre el AUP de CT de B-actina= 0,37.
3. 0,37 (NT/CT de B-actina) x 600.000 (numero de moléculas de CT de B-actina al inicio de la PCR)= 222.000

moléculas de NT al inicio de la PCR.

Se esquematiza a continuacioén un calculo de las moléculas de GST usando el protocolo anterior:

1. 227/359 (pb de CT de GST/pb de NT) x 1,5 (AUP de NT) = 0,95 (AUP de NT corregido).
2. 0,95 (AUP de NT de GST corregido) dividido entre 4,4 (AUP de CT de GST)= 0,22.
3. 0,22 (NT/CT de GST) x 6000 (nimero de moléculas de CT de GST al inicio de la PCR) = 1290 moléculas

de NT de GST al inicio de la PCR.

El calculo de las moléculas de GST/10° moléculas de B-actina es de 1290 moléculas de NT de GST/222.000
moléculas de NT de B-actina = 580 moléculas de GST/10° moléculas de B-actina.

EJEMPLO 1lI

El siguiente ejemplo proporciona detalles adicionales de un enfoque no en dos etapas para evaluar la expresion
génica segun algunas realizaciones de la presente invencion.

Extraccion de ARN

Se diluyeron desoxirribonucledtidos purificados obtenidos de Pharmacia (Piscataway, NJ.) a una solucion madre 10
mM. Se obtuvieron ADN polimerasa recombinante de Thermus aquaticus (polimerasa Taq), transcriptasa inversa de
virus de mieloblastosis aviar (AMV) e inhibidor de ribonucleasa (RNasin) de Promega (Madison, Wis.). Se obtuvo la
enzima EcoRI de USB (Cleveland, Ohio). Se prepararon los cebadores en un sintetizador modelo 391 PCR-Mate
EP™ de Applied Biosystems. Se efectud la PCR en el ciclador térmico de ADN 480 de Perkins, Elmer, Cetus. Los
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demas tampones y soluciones usados eran de diversas fuentes y de pureza de biologia molecular.

Se efectuaron estudios sobre la linea celular epitelial bronquial humana inmortalizada en papilomavirus humano
(BEP2D) (Willey et al., Cancer Res. 51: 5370-5377, 1990). El aislamiento de ARN fue como sigue: se aislé el ARN
basandose en el procedimiento descrito por Chomczynski y Sacchi (Analytical Biochemistry 1 62: 156-159, 1987). Se
retiré el medio de cultivo de matraces que contenian la linea celular BEP2D. Inmediatamente, se dispuso tampoén
GIT (tiocianato de guanidinio 4,0 M, Tris-Cl 0,1 M, pH= 7,5, 1 % de B-mercaptoetanol) en las células
(aproximadamente 500 pl por 5-10 millones de células BEP2D). Se transfirieron entonces cada 500 ul de tampdn
GIT que contenia las células lisadas a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Se afiadié secuencialmente a cada tubo
de microcentrifuga 50 ul de acetato de sodio 2 M, pH 4, 500 ml de fenol saturado con agua y 100 ml de mezcla de
cloroformo-alcohol isoamilico (49:1). Se agitaron concienzudamente entonces los tubos, se dispusieron sobre hielo
durante 15 min y se microcentrifugaron durante 20 min a 14.0000 rpm y 4 °C. Se transfiri6 la fase acuosa de cada
tubo a un tubo reciente y se repitio la extraccion anterior. De nuevo, se transfirié la fase acuosa de cada tubo a un
tubo reciente con isopropanol (500 pl), y se dispuso a -70 °C durante 15 min. Se microcentrifugaron entonces los
tubos durante 20 min a 14.000 RPM y 4 °C. Se lavo el ARN dos veces con etanol al 70 % y se secé a vacio. Se
suspendié el ARN en pirocarbonato de dietilo (DEPC) al 0,1 %, se trat6 con HO y se cuantifico por
espectrofotometria (Gilford Instrument Spectrophotometer 260).

Transcripcion inversa

Se realiz6 la transcripcion inversa como sigue: se dispuso el ARN extraido en un tubo de microcentrifuga estéril. Por
cada 1 pg de ARN, se afiadieron 0,2 mg de oligo-dT. Se calento esto a 65 °C durante 5 min y se dispuso sobre hielo
durante 1 min. Se afadié a esto 2 pyl de dNTP 1 mM, 2 pl de tampon de transcriptasa inversa (RT) (Tris 500 mM, KCI
400 mM y MgCl, 80 mM), 0,5 yl de RNasin y 1 pl de transcriptasa inversa de AMV (9.500 unidades/ml). Se incubd
esto a 42 °C durante 1 hora y se calentdé a 80 °C durante 10 min, deteniendo la reaccion. Se almacend el ADNc
resultante a -20 °C.

Preparacién de cebadores y CT, amplificacion por PCR y electroforesis en gel

La preparacion de cebadores y moldes competitivos fue como sigue: se identificaron las secuencias adecuadas
usando el software de analisis de cebador Oligo™ (National Biosciences, Hamel, Minn.). Se hicieron los cebadores
usando un sintetizador de ADN modelo 391 PCR-Mate de Applied Biosystems. Las secuencias de cebador se
describen a continuacion.

Glutation peroxidasa (GSH-Px) (Chada et al., Genomics 6: 268-271, 1990)

Se usaron los cebadores “externos” para amplificar tanto el acido nucleico para medir como su molde competitivo y
dar como resultado una longitud de producto de 354 pares de bases. Los cebadores “externos” son

SEC ID N° 1 (Chada et al., Genomics 6: 268-271, 1990) Pos. 241 5'- GGGCCTGGTGGTGCTTCGGCT-3'
(secuencia de codificacion), que corresponde a las bases 241-261 de la secuencia clonada, y SEC ID N° 2 (Chada et

al., Genomics 6: 268-271, 1990) Pos. 574 S“CAATGGTCTGGAAGCGGCGGC- 3 (secuencia

anticodificacion), que se asocia con las bases 574-594.

Los cebadores “internos” usados para sintetizar el molde competitivo mutado retiran un sitio de reconocimiento de la
endonucleasa de restriccion EcoRI (GAATTC) cambiando un par de bases de ADNc nativo (bases en negrita). Los
cebadores “internos” son:

SEC ID N° 3 (Chada et al, Genomics 6: 268-271, 1990) Pos. 309 =2-ATTICT GATTIC
CCTCAAGTACGTCCGGCCT-3' (sentido codificante)

SEC ID Ne° 4 (Chada et al., Genomics 6: 268-271, 1990) Pos. 309
I-TAAGA CTAAAGGGAGTTCATGCAGGCCGGA-5 (sentido anticodificante).

Ambos cebadores corresponden a las bases 309-338 de la secuencia clonada. La mutacién es el resultado de la
sustitucion con una T de Ila A nativa en posicion 316 de la hebra codificante.
La digestion con endonucleasa de restriccion de GSH-Px nativa da productos de 280 y 74 pares de bases.

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Tso ef al., Nucleic Acids Res. 13: 2485-2502, 1985)

Los cebadores “externos” usados para amplificar tanto el molde nativo como el mutado dan como resultado una
longitud de secuencia de 788 o 790 pares de bases. Los cebadores “externos” son:

SEC ID N 5 (Tso et al, Nucleic  Acids  Res. 13: 2485-2502, 1985) Pos. 46
5. GGTCGGAGTCAACGGATTTGGTCG-3' (sentido codificante) correspondiente a las bases 9-32 de la
secuencia clonada, y SEC ID N° 6 (Tso et al, Nucleic Acids Res. 13: 2485-2502, 1985) Pos. 812
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5'- CCTCCGACGCCTGCTTCACCAC-3' (sentido anticodificante) que asocia las bases 777-798.

Los cebadores “internos” usados para sintetizar el molde mutado crean un sitio de reconocimiento de la
endonucleasa de restriccion EcoRIl (GAATTC) cambiando un par de bases de ADNc nativo (bases en negrita). Los
cebadores “internos” son:

SEC ID N 7 (Tso et al, Nucleic  Acids  Res. 13: 2485-2502, 1985) Pos. 234
“TGATCAATG GAATTC CCATCACCA-3' (sentido codificante)

SEC ID N 8 (Tso et al, Nucleic  Acids  Res. 13:  2485-2502, 1985) Pos. 234
“ACTAGTTAC CTTAAG GGTAGTGGT-5' (sentido anticodificante).

Ambos cebadores corresponden a las bases 199-222 de la secuencia clonada. La mutacién es el resultado de la
sustitucion por una T de la A natva en posicion 211 de la hebra codificante.
La digestion con endonucleasa de restriccion de la GPADH mutada da productos de 588 y 200 pares de bases.

Se  efectuaron varios  experimentos usando un molde de GAPDH mutado  diferente.
Este molde tenia introducido un sitio de restriccion de BamHI novedoso.

Los cebadores “externos” usados para amplificar tanto los moldes nativo como mutado dan como resultado una
longitud de producto de 634 pares de bases. Los cebadores “externos” son:

SEC ID N 9 (Tso et al, Nucleic  Acids  Res. 13: 2485-2502, 1985) Pos. 200
5'- CATGGCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3' (secuencia de codificacion) correspondiente a las bases
165-188 de las secuencias clonadas, y SEC ID N° 10 (Tso et al., Nucleic Acids Res. 13: 2485-2502, 1985) Pos. 813
5'- CCTCCGACGCCTGCTTCACCAC-3" (sentido anticodificante) que se asocia con las bases 777-798.

Los cebadores “internos” usados para sintetizar el molde mutado crean un sitio de reconocimiento de la
endonucleasa de restriccion BamHI (GGATCC) cambiando un par de bases de ADNc nativo (bases en negrita). Los
cebadores “internos” son:

SEC ID N° 11 (Tso et al, Nucleic Acids Res. 13: 2485-2502, 1985) Pos. 368
§-CAGGGG GGATCC AAAAGGGTCATCAT-3" sentido codificante).

SEC ID N° 12 (Tso et al, Nucleic Acids Res. 13: 2485-2502, 1985) Pos. 368
3-GTCCCC CCTAGG TTITTCCCAGTAGTA-5' sentido anticodificante).

Ambos cebadores corresponden a las bases 333-358 de la secuencia clonada. La mutacién es el resultado de la
sustitucion por una T de la G nativa en posicion 342 de la hebra codificante. La digestion con endonucleasa de
restriccion de esta GAPDH mutada produce productos de 460 pares de bases y 174 pares de bases.

Se prepararon los moldes competitivos de patrén interno mutados mediante mutagénesis dirigida a sitio como se
describe en Higuchi et al., Nucleic Acids Res. 16: 7351-7367, 1988. Estas mutaciones de bases individuales dieron
como resultado la ganancia (GAPDH) o pérdida (GSH-Px) de un sitio de reconocimiento de endonucleasa de
restriccion EcoRI. (Los experimentos se realizaron también usando una GAPDH mutada con un sitio BamHI
introducido). Para cada producto mutado, dos reacciones en cadena de la polimerasa iniciales que usan un cebador
“externo” y un cebador “interno” con desalineamiento de una sola base producen dos fragmentos de ADN
superpuestos. (Los cebadores 1y 4, 2 y 3 para GSH-Px y los cebadores 5y 8, 6 y 7 para GAPDH). Se sometieron a
electroforesis estos fragmentos de ADN superpuestos en gel de agarosa al 3 % de Nusieve y 1 % de LE tefiido con
bromuro de etidio. Se recortaron las bandas y se purificaron usando un filtro de 0,45 ym Millipore Ultrafree MC
(Nihon Millipore Kogyo K.K., Yonezawa, Japén). Se precipitd con etanol el ADN purificado, se lavo, se seco a vacio y
se suspendié en 100 pl de H,Od estéril. Se amplifico 1 pl de cada uno de los dos fragmentos de ADN superpuestos
por PCR usando solo los cebadores externos. Se efectud el primer ciclo de PCR sin cebadores para permitir la
formacién de heterodimeros. Se formé por tanto el producto mutado completo y se amplifico. Se purifico en gel el
producto de PCR mutado como se describe anteriormente y se reamplificé formando producto bruto. Se purificd en
gel el producto bruto y se midié espectrofotométricamente. Se diluyeron los productos mutados al intervalo attomolar
para uso como moldes competitivos. Se usé ADN de esperma de arenque (Lofstrand, Bethesda, Md.) 1 ug/ml como
portador. Se efectud la digestién con endonucleasa de restriccion en muestras de cada molde mutado para asegurar
la falta de contaminacion.

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: se estandarizaron las condiciones de PCR para cada experimento
usando una mezcla maestra que contenia 1x tampén de PCR (KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 9,0, MgClz 1,5 mM),
25 pmoles de cebadores que codifican GSH-Px y GAPDH, dNTP 0,2 mM (A, T,C,G) y cantidades constantes de
ambos patrones internos por mezcla de reaccion de 100 pl. Se afiadié ADN polimerasa Taq (2,5 unidades) a cada
reaccion de 100 pl antes de la amplificacion. Se diluyé en serie el ADNc obtenido de la linea celular BEP2D y se
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afiadié a tubos de PCR de muestra. En todos los experimentos, se amplificaron tubos de control que no contenian
molde, solo ADNc nativo o solo moldes competitivos mutados, para comprobar la contaminacion o digestion
enzimatica completa.

Se llevé a cabo la amplificacion por PCR durante 35 ciclos a 94 °C durante 1 min, a 60 °C durante 1 miny a 72 °C
durante 1 min. Después de la amplificacién, se calentaron los productos de PCR durante 10 min para maximizar la
formacioén de heterodimero.

La cuantificacién de los productos fue como sigue: se digirieron muestras (40 pl) de cada tubo de PCR con
endonucleasa de restriccion EcoRI durante 12-16 horas (los experimentos realizados usando GAPDH mutada con el
sitio de restriccion de BamHI novedoso se digirieron también con endonucleasa de restriccion BamHI durante 4-5
horas). Se aislaron estos productos por electroforesis en gel de agarosa al 3 % de Nusieve y 1 % de LE tefido con
bromuro de etidio durante 2-3 horas a 60 V. Se tomd una fotografia negativa del gel usando pelicula instantanea
positiva/negativa Polaroid 665.

Se sometio la fotografia negativa a densitometria (Zeineh Soft Laser Scanning Densitometer, modelo SLR 2D/1D
usando el software Zeineh ID Autostepover Videophoresis Program, Biomed Instruments, Fullerton, Calif.). Como
alternativa, se evalué densitométricamente el gel tefiido directamente usando una camara digital, o se evalu6 en un
gel de secuenciacion automatizada tal como el ofrecido por Applied Biosystems, Inc.). Se calcularon las areas bajo
la curva y se usaron para cuantificacion. Se hicieron correcciones por los tamarios de banda relativos y la formacion
de heterodimero. Se expresaron los datos como cocientes relativos de GSH-Px a GAPDH.

En un segundo conjunto de experimentos, se prepararon reacciones en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa competitivas multiples (MC RT-PCR) con moldes competitivos mediante el procedimiento de Celi, evaluando
el gen del citocromo p450 (CYP) IAl en células BEP2D expuestas a B-naftoflavona. Se evalud la induccion de la
expresion del gen CYP1A1 usando tanto MC RT-PCR con moldes competitivos de Celi como analisis Northern. Se
prepararon los moldes competitivos tanto para genes CYP1A1 como GAPDH. Los cebadores usados para preparar
el molde competitivo de GAPDH fueron:

SEC ID N° 13 (Tokunaga et al, Cancer Res. 47: 5616-5619, 1990) Pos. 75
5'-GGT CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG-3'Pos. 94 y SEC ID N° 14 (Tokunaga et al., Cancer Res.
47: 5616-5619, 1990) Pos. 822. V Pos. 636 Pos. 842
$-CCT CCG ACG CCT GCT TCA CCC CAT CAC GCC ACA GTT TCC C-3' pos. 616.

El cebador externo inferior usado junto con la SEC ID N° 13 para amplificar tanto el molde competitivo como el nativo
fue:

SEC ID Ne° 15 (Tokunaga et al, Cancer __ Res. 47: 5616-5619, 1990) Pos. 842

5'-CCT CCG ACG CCT GCT TCA CC-3"pos. 822. Los cebadores usados para preparar el molde competitivo
para CYP1A1 fueron:

SEC ID Ne° 16 (Jaiswal et al., Science 228: 80-83, 1989) Pos. 1241
5-CAT CCC CCA CAG CAC AAC AAG-3'Pos. 1262 y:

SEC ID N° 17 (Jaiswal et al, Science 228:80-83, 1989) Pos. 1555. V Pos. 1428
Pos. 1575 5-ACA GCA GGC ATG CTT CAT GGG TCT CAC CGA TAC ACT TCC G-3'pos. 1448,

El cebador externo inferior usado junto con la SEC ID N° 18 para amplificar tanto el molde competitivo como el nativo
fue:

SEC ID Ne° 18 (Jaiswal et al., Science 228: 80-83, 1989) Pos. 1575
“ACA GCA GGC ATG CTT CAT GG-% Pos. 1555.

Las condiciones de amplificacién por PCR eran las mismas que se describen para experimentos que usan los
moldes competitivos preparados para GAPDH y GSHPx mediante el procedimiento de Higuchi, excepto porque la
temperatura de asociacion era de 55 °C y la amplificacion se llevé a cabo durante 38 ciclos.

Debido a que los moldes nativo y competitivo se separan sin digestién con endonucleasa de restriccion anterior, se
tomaron directamente las muestras del tubo de reaccion PCR y se aplicaron a geles de agarosa de 3 % de Nusieve,
1 % de LE tefiidos con bromuro de etidio. Fue entonces posible cuantificar los productos tomando una fotografia
negativa del gel usando una pelicula instantanea positiva/negativa Polaroid 665, sometiendo la fotografia negativa a
densitometria.

Se sometio a electroforesis ARN de células BEP2D incubadas durante tiempos variables con B-naftoflavona (10 uM)
en gel de 1 % de LE desnaturalizante con formaldehido para analisis Northern o se amplific6 MC RT-PCR , como se
describe anteriormente. Para el analisis Northern, después de transferencia del ARN a GeneScreen, se hibridaron
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los filtros con ADNc de CYP1A1 marcado con *2P.

El procedimiento usado para la cuantificacion por PCR es como sigue: se coamplificaron diluciones en serie de
ADNc de BEP2D (que representa de 0,25 pug a 0,05 ug de ARN total) con cantidades constantes de cada molde
competitivo de patrén interno mutado en una sola base (10 attomoles cada uno) y se analizaron entonces como se
describe anteriormente.

La Figura 34 ilustra fotografias negativas de los geles analizadas por densitometria para cuantificar cada banda.
Partiendo del area bajo la curva obtenida por la evaluacion densitométrica de las bandas, se calcularon los cocientes
de producto amplificado de molde nativo/competitivo como sigue. Se hicieron correcciones para los tamafos de
banda relativos (se multiplico el molde competitivo de GAPDH por 788/588 cuando se compara con el acido nucleico
nativo de GAPDH y se multiplicd el GSH-Px nativo por 354/280 cuando se compara con el molde competitivo de
GSH-Px).

Durante la PCR, en condiciones en que el cebador es limitante, pueden asociarse hebras individuales de ADN con
homologia de secuencia, formando heterodimeros (Gillland, G., Perrin, S., Blanchard, K. y Bunn, H. F. (1990) Proc.
Natl. Acad. Sci. 87: 2725-2729). Cuando las hebras heterdlogas difieren en solo un par de bases, como en este
ejemplo particular, las hebras heterélogas pueden reasociarse aleatoriamente (Gilliland et al., supra; Thompson, J.
D., Brodsky, L, and Yunis, J. J. (1992) Blood 79: 1629-1635), como se muestra en el cuadro de Punnet siguiente:

N M
N | NN | NM
M | MN | MM

en que N= la proporcidon de productos nativos monocatenarios antes de la reasociacion, M= la proporcién de
productos mutados monocatenarios antes de la reasociacion, NN (o N) la proporciéon de productos nativos
blcatenarlos después de la reasociacion, 2NM= la proporcion de heterodimero formado después de la reasociacion y
MM (o M ) la proporcion de productos mutados bicatenarios después de la reasociacion.

Los heterodimeros se representaron indirectamente porque no se cortaron, en este ejemplo, por la enzima de
restriccion y tenian la misma movilidad electroforética que el homodimero no digerido. Por lo tanto, los
heterodimeros se leyeron densitométricamente junto con el homodimero no digerido. Para cuantificar los productos
basandose en la distribucion del cuadro de Punnett, se promovio la formacién de heterodimero aleatorio después de
la PCR. Esto se realizé (segun los procedimientos descritos en Gilliland et al., supra, y Thompson et al., supra),
calentando los productos a 100 °C durante 10 min, seguido de enfriamiento lento. Después de promover la
formacién de heterodimeros, se determind la cantidad de cada producto mediante analisis de los datos
densitométricos usando una férmula cuadratica, ya que la formacién de heteroduplex sigue una distribuciéon binomial
en estas condiciones (Gilliland et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 87: 2725-2729 (1990), Becker-Andre et al., Nucleic Acids
Res. 17: 9437-9446 1989).

Para GAPDH, en este ejemplo, no se escindieron ni el producto nativo (NN) ni el heterodimero (NM) por EcoRI. Por
lo tanto, la banda mayor representaba tanto homodimero de GAPDH nativo (NN) como heterodimero NM. Esta
banda se presentaba aritméticamente por N? +2NM, segun el cuadro de Punnett, mientras que la proporcion de la
banda resultante de escision por EcoRI se representaba por el valor M?. Por lo tanto, cuando la cantidad de molde
nativo (N) y mutado (M) es igual (1 1) antes de la PCR, después de aleatorizar la formacién de heterodimero, el
cociente aparente sera de 3:1 [N +2NM): M ] Para ilustrar ademas esto, se muestran en la Figura 35 los datos
densitométricos brutos del carril de la primera muestra (mostrado en la Figura 34) y se procesan matematicamente
hasta los cocientes finales siguientes:

El valor de M? es conocido (2.214), asi como el valor de N + 2NM (10 095). A partlr de esta informacion, se calcula
M (47,05) y al resolver N da como resultado la ecuacion cuadratica (aX*+bX+c= 0): N*+2N(47,05)-10.095= 0.

Se usa la férmula cuadratica (N=-bi\/[(b2-4ac)/2a] para resolver N. En este caso, a= 1, b= 94,1, c= 10.095 y por tanto
N= 63,89. La informacién buscada es el cociente de N/M, que es 63,89/4710 o 1,36/1. (Aunque se resuelven las
proporciones de ADN monocatenario presentes después de la PCR, seran idénticas a aquellas del correspondiente
ADN bicatenario presente antes de la PCR, en este ejemplo).

Puesto que los valores densitométricos son relativos, es posible evitar la inconveniencia de usar la formula
cuadratica asg;nando a la bandas valores densitométricos froporcmnados que cuando se suman son = 1 o
(N*+2NM) + M? = 1. Resolviendo esta ecuacion: (N*+2NM) + M*= (N+M)? = 1 y por lo tanto N+M= 1.

Las fracciones relativas de 1 asignadas a cada una de la bandas se determinan por sus valores densitométricos
respectivos (Figura 35). Puesto que el valor densitométrico total de ambas bandas es de 12.309 (10.095+2.214), la
proporC|on relativa de la banda mayor (N?+2NM) es 0,82 (10.095/12.309) y la proporcion relativa de la banda menor
(M?) es 0,18 (2.214/12.309). Por tanto, la proporcion de homodimero de GAPDH mutado (M?) es 0,18, y la
proporcion de GAPDH (M) mutado monocatenario es 0,424. Puesto que N+M =1, la proporcién de GAPDH (N) nativo
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monocatenario es 1-0,424 o 0,576, y el cociente de producto nativo a mutado es 0,576/0,424 o, como se calcula
anteriormente1,36/1.

A continuacion, se llevan a cabo en este ejemplo los mismos célculos usando los valores densitométricos para GSH-
Px nativo y mutado del mismo carril que los valores de GAPDH anteriores (Tabla 1):

N°= 0,558, N= 0,747 y M= 1-0,747= 0,253

Se obtienen cocientes de nativo/mutado:

GSH-Px nativo/mutado= 0,747/0,253=2,95/1

GAPDH nativo/mutado= 0,576/0,424=1,36/1

Los valores finales se expresan como cociente de probabilidades (por ejemplo, “cociente de cocientes”):
GSH-Px nativo/mutado: GAPDH nativo/mutado= 2,95/1,36=2,17/1

Como ilustra la Figura 19, la relacién entre la cantidad de producto nativo (en unidades densitométricas arbitrarias) y
el ARN de partida total no permanecia lineal a lo largo de la amplificacién por PCR para GSH-Px ni GAPDH.

Como ilustra la Figura 20, sin embargo, la relacion de los cocientes de GSH-Px nativo/molde competitivo y GAPDH
nativo/molde competitivo a ARN total de partida era lineal para ambos genes. Promediando el cociente de molde
nativo/competitivo de GSH-Px a molde nativo/competitivo de GAPDH obtenido de tubos de muestra (2,17:1, 2,14:1,
2,00:1, 1,76:1, 2,46:1, 2,71:1 y 1,92:1), se obtuvo un valor de 2,17:1 con una DE de 0,33. En este ejemplo, ningun
valor variaba mas de un 25 % de la media.

Para valorar la variabilidad de esta técnica, se repitié el experimento usando diferentes diluciones de patrones
mutados (molde competitivo) y mezcla maestra. Promediando el cociente de molde nativo/competitivo de GSH-Px a
GAPDH de molde nativo/competitivo obtenido de cada tubo de muestra en este ejemplo (1:9,09, 1:8,13, 1:9,43,
1:8,13, 1:6,62, 1:8,77, 1:7,69, 1:10,00, 1:7,58 y 1:7,04), se obtuvo un valor medio de 1:8,25 con una DE de 1,07. En
este ejemplo, ningun valor variaba mas de un 22 % de la media.

Para valorar la variabilidad entre muestras usando las mismas mezcla maestra y diluciones de patrones mutados
(usando GAPDH mutado con sitio de restriccion de BamHI novedoso), se extrajo independientemente ARN de
BEP2D de tres matraces separados y se transcribié de forma inversa a ADNc. Se efectuaron diluciones 5x del
ADNCc. Se procesaron en cada estudio 4 tubos de PCR. Los cocientes obtenidos de molde nativo/competitivo de
GSH-Px a molde nativo/competitivo de GAPDH era 15,01:1, 17,69:1 y 21,76:1. (media= 18,15, DE= 3,40). En este
ejemplo, los 3 valores estaban dentro del 20 % de la media.

Como ilustra la Figura 36, se observd un aumento similar en la expresion génica del gen CYP1A1 tanto en analisis
Northern como en algunas realizaciones de los procedimientos dados a conocer en la presente memoria. La Figura
36A ilustra el analisis Northern de ARN obtenido de células BEP2D que se trataron con DMSO al 0,1% como control
o B-naftoflavona en un esfuerzo por inducir citocromo p450 IAl (CYPIAI). La Figura 36B ilustra ADN amplificado por
PCR de diluciones en serie de ADNc de las mismas células usadas en la Figura 36SA. Se coamplificé el ADNc en
presencia de moldes competitivos de GAPDH y CYP1A1, segun algunas realizaciones de la presente invencion.

Comparando las bandas del gen de referencia GAPDH que representan ADNc de molde nativo y competitivo, se
indica que se cargd aproximadamente la misma cantidad de ADNc en el carril con 1 pl de espécimen de las células
de control y el carril con 3 yl de espécimen de células expuestas a p-naftoflavona. Por ello, la banda que representa
el gen CYP1A1 nativo estd mucho mas fuertemente representada en el carril que contiene ADN de células
expuestas a B-naftoflavona en comparacién con células de control.

Para valorar la variabilidad de esta técnica, se efectué una repeticion del experimento anterior usando diferentes
diluciones de moldes competitivos y mezcla maestra. Promediando el cociente obtenido de cada tubo de muestra
(1:9,09, 1:8,13, 1:9,43, 1:8,13, 1:6,62, 1:8,77, 1:7,69, 1:10,00, 1:7,58 y 1:7,04), se obtuvo un valor medio del cociente
de molde nativo/competitivo de GSH-Px a molde nativo/competitivo de GAPDH de 1:8,25 con una DE de 1,07. En
este ejemplo, ningun valor variaba mas de un 22 % de la media, indicando la precision de esta técnica y la
variabilidad introducida por las nuevas mezclas maestras que contienen nuevas diluciones de patrones competitivos.

Para valorar la variabilidad entre muestras usando las mismas mezcla maestra y diluciones de moldes competitivos,
se extrajo independientemente ARN de BEP2D de 3 matraces separados y se transcribié de forma inversa a ADNc.
Solo se efectuaron diluciones bajas (5 veces) del ADNc. Se procesaron 4 tubos de PCR para cada estudio. Los
cocientes obtenidos de molde nativo/competitivo de GSH-Px a molde nativo/competitivo de GAPDH eran 15,01:1,
17,69:1 y 21,76:1 (media= 18,15, DE= 3,40). En este ejemplo, los 3 valores estaban todos dentro del 20 % de la
media, indicando la precision de esta técnica cuando se comparan muestras que se han transcrito de forma inversa
independientemente pero amplificadas con las mismas mezcla maestra y diluciones de patrén interno. El analisis
Northern de ARN de BEP2D revela un cociente de ARNm de GSHPx/GAPDH de aproximadamente 1:8.
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EJEMPLO IV
Estudio interlaboratorio con anonimato para evaluar la reproducibilidad

En un primer estudio, participaron 6 laboratorios en la medida por triplicado de 5 genes en ADNc derivado de una
muestra de tejido de carcinoma broncogénico 16009T. Se usaron una variedad de procedimientos de electroforesis y
programas de software de imagenes en los diferentes laboratorios para analizar el producto amplificado. El estudio
1, laboratorio 2, usé Agilent 2100 Bioanalyzer. EI CV medio intralaboratorio para todas las medidas de expresion
génica era de 0,36, que es comparable con el resefiado anteriormente (Willey et al., 1998; Rots ef al., 1999; Rots et
al.; 2000; Mollerup et al., 1999; Loitsch et al., 1999). La variacion interlaboratorio mostré un CV medio de 0,71.

En un segundo estudio, se usé electroforesis en gel plano y el software NIH Image para medir la expresion de 10
genes (lo 5 medidos anteriormente mas 5 genes adicionales) en ADNc de A549. 4 de los laboratorios originales
pudieron participar en el segundo estudio. EI CV medio combinado de los 9 genes que pudieron medirse era de 0,27
y 0,48 para la comparacion intralaboratorio e interlaboratorio, respectivamente. Para TNF-a, cada laboratorio
determind que la expresion era demasiado baja para cuantificarse. De los 4 laboratorios, 3 laboratorios pudieron
cuantificar HNF3a, mientras que el cuarto laboratorio no pudo. Se establecié el limite inferior de deteccién de un
producto de PCR por encima del fondo para el segundo estudio como un valor densitométrico arbitrario en imagenes
de NIH de 5 por encima del fondo. Aunque el cuarto laboratorio observé los productos de PCR de NT y CT para
HNF3a, estaban por debajo del nivel de corte de 5 y por lo tanto no se incluyeron en el andlisis. Se usé una mezcla
de CT que contribuia con 60 moléculas de acido nucleico de CT (mezcla F) para detectar HNF3a.

EJEMPLO V
Comparacién con micromatriz de oligonucledtidos

En un primer estudio, se usaron cada uno de matrices de oligonucleétidos Affymetrix y una realizacién del enfoque
en dos etapas de la presente invencion para medir la expresion de un total de 22 genes enzimaticos o antioxidantes
metabolicos xenobidticos en células epiteliales orales humanas (HOE). Se compar6 la expresion en células HOE
normales con la expresion en la linea celular epitelial bucal inmortalizada SVpgC2a. Se comparo la diferencia de
expresion entre HOE y SVpgC2a para cada gen. Se compararon entonces las diferencias detectadas por
micromatriz con las diferencias detectadas por StaRT-PCR.

El procedimiento de chip de ARNm da resultados basados en sefales relativas que se basan en coincidencias
perfectas y desapareamientos de hibridaciones de chip, en combinacion con analisis del software de imagenes,
derivando resultados de las intensidades de hibridacion. La técnica permite el analisis de hasta 12.000 genes
simultaneamente y es semicuantitativo en términos de intensidades de sefial de un experimento de hibridacion en
comparacion con otras hibridaciones. En este estudio, se efectuaron tres conjuntos de hibridaciones que utilizan
muestras de células HOE normales o células SVpgC2a, y se compararon entonces los datos de cada medida en
células SVpgC2a con los datos correspondientes a células HOE. Se efectud la primera de las tres hibridaciones con
el chip HuFL 6800.

Las medidas de expresion génica estaban en estrecha concordancia y demostraban que los niveles de expresion de
varios transcritos del metabolismo de fase | y Il eran similares en queratinocitos normales e inmortalizados. De los
genes CYP analizados, la mayoria se expresaba a bajos niveles, concretamente, menores de 20 moléculas de
ARNmM/10° moléculas de ARNm de B-actina. En este estudio, la concentracion de ADNc permitié la cuantificacion de
niveles de ARNm de 4 moléculas/10° moléculas de p-actina.

Los procedimientos que comprenden realizaciones de la presente invencion eran mas sensibles. Por ejemplo, los
transcritos que se encontraron expresados a bajos niveles no se detectaron con el procedimiento de chip,
concretamente, transcritos expresados a niveles por debajo de unos cientos de moléculas/10° copias de B-actina no
eran detectables con el procedimiento de hibridacion de chip. Usando los procedimientos de la presente invencién,
se obtuvo un valor de expresion génica tanto en células normales como inmortalizadas para 14 genes de los 22
genes evaluados (para los 7 genes restantes, la expresion era demasiado baja para cuantificar en las células
normales o inmortalizadas). De estos 14 genes, se obtuvo también un valor de expresion génica mediante analisis
de micromatriz tanto en células normales como inmortalizadas para solo 5 de ellos. Se comparé la diferencia de
expresion de estos 5 genes en células normales e inmortalizadas. Se presentan los resultados en la Figura 37.

En un segundo estudio, se midi6 la expresion génica para ARN de referencia humano de Stratagene. EI ARN de
referencia humano de Stratagene comprende ARN de 10 lineas celulares mezclado conjuntamente, para representar
los niveles de transcripcion de una gran fraccion de genes del genoma humano. Se evaluaron los genes usando
micromatriz de oligonucleotidos (Affymetrix U95 version 2 y chips genéticos HuGenFL) y usando realizaciones de la
presente invencion.

Usando realizaciones de la presente invencion, se obtuvieron datos de 163 de los 192 genes representados en

mezclas de CT de los sistemas 1 y 2 de G.E.N.E. a partir del ARN de referencia humano de Stratagene. Los genes

restantes representaos en los sistemas 1y 2 se expresaban a un valor demasiado bajo para cuantificarse (menos de

6 moléculas/10° moléculas de B-actina). De los 163 genes medidos, 85 se representaban en el chip genético
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HuGenFL. De estos 85 genes, fue posible asignar un valor de expresién a todos los genes medidos de acuerdo con
realizaciones de la presente invencion, pero solo a 41 genes basandose en el analisis de micromatriz.

Andlisis de correlacion bivariada: La Figura 38 muestra la correlacion de Pearson para algunos valores de
realizaciones en dos etapas frente a micromatriz. La correlacion de Pearson tenia un valor de r? de 0,373, que era
altamente significativo (P<0,001).

Sensibilidad: La Figura 3 compara también la sensibilidad entre algunas realizaciones en dos etapas y
micromatrices. Entre los 41 genes para los que se obtuvieron valores de expresién mediante ambos, los valores
oscilaban dentro de aproximadamente dos unidades logaritmicas en el andlisis de micromatriz y aproximadamente
tres unidades logaritmicas para algunas realizaciones de analisis en dos etapas. Figura 38. Algunas realizaciones de
analisis en dos etapas eran aproximadamente 10 veces mas sensibles que el analisis por micromatriz.

EJEMPLO VI

El siguiente ejemplo detalla la medida de expresion génica en el procedimiento comercial proporcionado como
servicio.

Preparacion automatizada de reacciones: Se usa un manipulador robético de liquidos PerkinElmer (Boston,
Massachusetts, EE.UU.) para preparar reacciones PCR de 10 ul en microplacas de 96 o 384 pocillos. En primer
lugar, se programa el manipulador de liquidos para distribuir 1 pl de cebadores de genes para medir a pocillos de las
microplacas. En segundo lugar, se prepara para cada ADNc un volumen suficiente de mezcla de PCR para el
numero previsto de medidas de expresion génica, que contiene tampon, polimerasa Taqg, dNTP, ADNc y patrones
internos. Entonces, el robot distribuye 9 pl de esta mezcla de reaccion PCR en cada pocillo. Por tanto, en cada
pocillo estan presentes los moldes competitivos de patrones internos de cada gen y ADNc al mismo cociente. Sin
embargo, debido a que solo esta presente un par de cebadores en cada pocillo, solo se amplifica en cada pocillo un
solo gen y su molde competitivo de patrén interno respectivo. Después de 35 ciclos de PCR, se transfiere cada
microplaca a un dispositivo microfluidico de alto rendimiento AMS 90 SE30 (Caliper/Zymar, Hopkmton,
Massachusetts, EE.UU.) para analisis.

Diserio de la medida de expresion génica de alto rendimiento

Etapa 1. Amplificacion de 96 genes: Pueden combinarse los moldes competitivos en grupos de 96 y nombrarse
como “sistemas” secuenciales. Por tanto, la primera mezcla de CT que representa 96 genes se llamo sistema 1y
asi. Puede combinarse una mezcla de pares cebadores especificos de cada uno de los 96 genes en un sistema y
diluirse a una concentracion de 0,05 ug. Por tanto, para cada uno de los sistemas 1-4 de mezclas de CT que
representan 96 genes, puede haber una mezcla de cebadores correspondiente a los mismos 96 genes.

La muestra de ADNc puede diluirse de modo que esté en equilibrio con, concretamente calibrada con,
aproximadamente 600.000 moléculas de B-actina de la mezcla D de cada sistema. Se amplificara por PCR entonces
la cantidad apropiada de ADNc en presencia de la mezcla de cebadores de uno de los sistemas y la mezcla B, C, D,
E o F del correspondiente sistema. De este modo, pueden generarse productos de PCR en cada una de las 20
reacciones PCR separadas de 10 pl, a saber, sistema 1, mezclas B, C, D, E y F; sistema 2, mezclas B, C, D, Ey F;
sistema 3, mezclas B, C, D, E 'y F y sistema 4, mezclas B, C, D, Ey F.

Hasta aqui, se ha consumido la cantidad de ADNc y mezcla de CT para las 20 reacciones. A continuacion, pueden
usarse los productos de PCR incluidos en estas 20 reacciones PCR para medir los 384 genes incluidos en los
sistemas 1-4.

Etapa 2: Amplificacion por PCR del gen individual inicial a partir de productos de PCR de la mezcla D: Los productos
de PCR generados anteriormente en la ronda 1 pueden diluirse hasta 10.000 veces y seguir siendo productos de
PCR cuantificables en una segunda ronda de amplificacién por PCR. Debido a que se incluy6 un CT patron interno
en cada reaccion PCR, y debido a que la eficacia de amplificacion del CT patrén interno es la misma que la del NT,
el valor de expresion génica obtenido después de una segunda ronda de 35 ciclos de amplificacion por PCR puede
ser el mismo que el obtenido después de los primeros 35 ciclos. Por ejemplo, pueden diluirse 2 ul de la primera
ronda de amplificacion 100 veces para uso en la segunda ronda. Debido a que habia 10 pl en el volumen de
reaccion PCR de la primera ronda, esto constituye una dilucién de 1.000 veces. Puede mezclarse entonces la mitad
de esta reaccion PCR de la ronda 1 diluida de la mezcla D da cada sistema (100 pl) con la cantidad apropiada de
dNTP, taq y H2Od y tomarse alicuotas en cada uno de los 96 pocillos, conteniendo cada pocillo un par diferente de
cebadores (que representan un gen del correspondiente sistema) secados en el fondo. Los 100 pl restantes pueden
apartarse para la etapa 3. Por tanto, puede prepararse una mezcla de reaccion PCR de etapa 2 que contiene
producto de PCR de mezcla D de la etapa 1 diluido para cada uno de los 4 sistemas, y distribuirse en alicuotas de
10 ul en cada uno de 96 pocillos de la microplaca de 384 pocillos.

Después de la amplificaciéon por PCR, puede transferirse 1 pl de producto de PCR de cada reacciéon PCR a un
pocillo de un chip DNA 1000 montado en Agilent 2100. Puede someterse a electroforesis cada muestra. El producto
de PCR restante puede recuperarse en tubos de microcentrifuga, proporcionando material de respaldo en el caso de
problemas con la electroforesis.
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Etapa 3: Seleccioén del producto de la etapa 1 de mezcla de CT mas apropiado para cuantificar cada uno de los 96
genes, basandose en los resultados de la etapa 2: Se espera que solo aproximadamente un 50 % de los NT y CT de
los diversos genes estén en equilibrio. Los genes no equilibrados pueden reevaluarse usando una mezcla que
contiene diferentes concentraciones de CT para esos genes respecto al CT de B-actina. En la ronda 3, puede
evaluarse la expresion de cada gen usando una reaccion PCR de etapa 1 que contenia una concentracion
apropiada de CT de esos genes respecto a CT de B-actina. Puede prepararse una mezcla de reaccion PCR de 3.900
pl que contiene 3,9 ul de producto de PCR de la etapa 1 y volimenes apropiados de polimerasa Taqg, dNTP y H,O
destilada.

Pueden prepararse por adelantado microplacas de 384 pocillos con cebadores para diferentes genes individuales
secados en el fondo de cada pocillo. Dichas placas pueden almacenarse a 4 °C durante meses sin pérdida ni
reduccioén de la funcién cebadora. No obstante, no se esperaria que una reduccion de la eficacia de cebador con el
tiempo cambiara lo valores numéricos de expresion génica, porque cada reacciéon PCR contiene un CT patrén
interno. Sin embargo, podria reducirse la cantidad de producto amplificado tanto para NT como CT, reduciendo la
sefial para cuantificar en Agilent 2100.

Anélisis del coste de proporcionar realizaciones de procedimiento comercial como servicio

Usando termocicladores de microplaca de 384 pocillos, pueden cribarse dos muestras de ADNc en 8 reacciones de
etapa 1 de 96 genes diferentes. 4 de estas reacciones pueden contener ADN de muestra 1 y mezcla D de los
sistemas 1-4, respectivamente, y 4 reacciones pueden contener ADNc de muestra 2 y mezcla D de los sistemas 1-4,
respectivamente. Pueden diluirse los productos de PCR de cada una de estas reacciones 100 veces. Pueden
prepararse 8 mezclas de reaccion PCR, suficientes cada una para 96 reacciones PCR, con un 10 % en volumen
representado por uno de los 8 productos de PCR de la etapa 1. Pueden dispensarse entonces las mezclas de
reaccion PCR que incluyen la muestra 1 a los 96 pocillos apropiados de una de las microplacas de 384 pocillos, y
pueden dispensarse las mezclas de reaccion PCR que incluyen la muestra 2 a los 96 pocillos apropiados de la otra
placa de 384 pocillos. Como alternativa, cuando se usan los sistemas 5-8, pueden usarse ambas microplacas de
384 pocillos para cribar 768 genes en la muestra 1 con la mezcla D.

Preparar las 8 reacciones PCR de 96 genes diferentes puede requerir un total de 8 ul de ADNc y 8 ul de mezcla D
de CT. El coste primario puede ser la polimerasa Taq y los cebadores para 768 reacciones PCR, aproximadamente
25,00 $ y 30,00 $, respectivamente. El coste primario del analisis puede ser los chips Agilent, que cuestan 12 $/chip.
Al aplicar 4 productos de PCR/canal, pueden analizarse 48 genes/chip. Por tanto, el coste de materiales por ensayo
puede ser de aproximadamente 0,32 $. Los costes de laboratorio pueden incluir un dia de trabajo de
aproximadamente 14,00 $/hora= 112,00 $, sumando aproximadamente 0,15 $/ensayo para dar aproximadamente
0,47 $/ensayo. Puede haber aproximadamente 2 dias mas de entrada de datos y analisis, llevando el coste total a
0,77 $/ensayo. Basandose en estos calculos, la tarifa puede ser de aproximadamente 1,00 $/medida de expresion
génica.

Secuencias

ADN

Homo sapiens
aatatctcet coccattety g
ADN

Homo sapiens

tgtgattgag aatgageatg ¢

ADN

Homo sapiens

tgtggtigag aatgageatp tggataccac chictgtaga gt
ADN

Homo sapiens

atgacacaga geiggtagec

ADN

Homo sapiens
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aaccagaaaa tacgagccct
ADN
Homo sapiens

aaccagaaaa tacgagccct totccatcta ccacaggcac
ADN
Homo sapiens

aaaactgeta aggecaaggt
ADN
Homo sapiens

tcagcaacct citiccicac
ADN
Homo sapiens

tcagcaacct cittccteac teigaticat ctgtgetgec
ADN
Homo sapiens

accattgicc agecatcage
ADN
Homo sapiens

accctetget gtoegtgict
ADN
Homo sapiens
accctetget gtecgtgtot clgaaggags atggagtcty
ADN
Homo sapiens

tittaggaga ccgaagtecg
ADN
Homo sapiens
agecaacgtg ceatgtgeta
ADN
Homo sapiens

agccaacgip ccatgtgeta coicigtice ticectctac
ADN
Homo sapiens
gtaccggegg geatteagtp
ADN
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Homo sapiens

agaglgagee cageagaace

ADN

Homo sapiens

agagtgagcc cageagaace cgtictectg gatccaagge
ADN

Homo sapiens

tacpcapcpc clooclocac

ADN

Homo sapiens

ctgtictegt cptticcgea

ADN

Homo sapiens

cigtictegt cgtttccpea accltgggpp coitttcatt
ADN

Homo sapiens

tacgacaage atagasgcgg

ADN

Homo sapiens

aggacatgac getcttictg

ADN

Homo sapiens

aggacatgac getctiictg gatticctit egeettect cg
ADN

Homo sapiens

ggatacasag aagggagtse

ADN

Homo sapiens

ccaactcagg acaaggtaca

ADN

Homo sapiens

ccaactcagg acaagglaca tetictggge (cigatggc
ADN

Homo sapiens

Gcagaagaaa goggicaaga
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ADN
Homo sapiens
aaccitcatt ticccclgeg
ADN
Homo sapiens
aaccticatt tteccctggg coaglgatga gegggitaca
ADN
Homo sapiens
BEccttgeca gageltttgg aatace
ADN
Homo sapiens
agccattttc atccaagtit ttgaca
ADN
Homo sapiens
apccatttte atccaagttt tigacagttg attaatttet gaatccccat gg
ADN
Homo sapiens
gEtgtggaca tatgggctat tgact
ADN
Homo sapiens
tggictigge agetgacate cagpt
ADN
Homo sapiens
tggtctigge agetgacaic caggtictag taagtegtet cotge
ADN
Homo sapiens
tgecggtigt caaatecctt
ADN
Homo sapiens
tccgatgeag ctcaglaccg
ADN
Homo sapiens
tecpatgeac agtaccgatg tggattggaa cgotgat
ADN

Homo sapiens
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agcagtcitt (Zgaggace agoaactity
ADN

Homo sapiens

catgcaatga agetgaacat gaccgtagtt
ADN

Homo sapiens

catgcaatga agetgaacat gaccgtagtt teigtgatga giittaaaaa
ADN

Homo sapiens

geigcaggec clgaagea
ADN

Homo sapiens

ccccgacgpet ctetctic
ADN

Homo sapiens

ccccgacggl cicicticag ticigagctt tcaageg
ADN

Homo sapiens

{Elggtacaa ccacgaacag
ADN

Homo sapiens

agntatltnc- Ecagcaacag
ADN

Homo sapiens

agatatticc peagcaacag atgocacage cagpgactaal
ADN

Homo sapiens

caggagctaa apgcgaaga
ADN

Homo sapiens

ccaggeigac clcggggac
ADN

Homo sapiens

ccappctgac CICEEERAcE acciccagpy acgmtc
ADN

Homo sapiens
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tgaaggtgte gegasgeatt a
ADN
Homo sapiens
ttacaccaca agGcCRaacga c
ADN
Homo sapiens
ttacaccaca agccaaacga clgatpcaat getetectga ga
ADN
Homo sapiens
ccaagaggac caggagasta tcaa
ADN
Homo sapiens
ggataatcaa gagggaccaa tggt
ADN
Homo sapiens
ggataatcaa gagggaccaa tggtgtgaac graggctgtt tact
ADN
Homo sapiens
gBcpegtctc cggracgaty
ADN
Homo sapiens
Ecagccagea aaaaaganca gacte
ADN
Homo sapiens
geagccagea aaaaagaaca gactcaaagt fcagtgeaa gatec
ADN
Homo sapiens
tgpaattcty ttcggtotit aagecagea
ADN
Homo sapiens
caatatggga tagcgegict taagtega
ADN

Homo sapiens

cagtatggea tagcEgEtct aagtegat ccaagappac tetcccggap gittceaa

ADN
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Homo sapiens

catcccccac agCacaacan g

ADN

Homo sapiens

acagcaggea tgcttcatgg t

ADN

Homo sapiens

acagcagpea tgcticatge picicaccga tacacttccg
ADN

Homo sapiens

acccccagic tcaatcicaa

ADN

Homo sapiens

cgitcgggct gaggctggtg ¢

ADN

Homo sapiens

cgticggect gaggetggtly cogicaacag gaacccgeag ge
ADN

Homo sapiens

ggaacttcgg aaatccaagg
ADN

Homo sapiens

ccalgtggag caggtagpte
ADN
Homo sapiens
ccalgiggag caggtaggtg gigtgecoca ggaaagtatt
ADN

Homo sapiens

ccttectoct getpgtetce
ADN

Homo sapiens
gocggatgte cttccaggta

ADN

Homo sapiens
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gccggatgte cttccaggta atcaccacea tgcgetgetg cga
ADN

Homo sapiens

SBggaagaga agcatigagg
ADN

Homo sapiens

geolggtagt cgtggacget
ADN

Homo sapiens

gcctggtegt cptggacEst cgggaatcty gggtctagga
ADN

Homo sapiens

aganagagaa Cagcticgea
ADN

Homo sapiens

cacatigatt cattggctga
ADN

Homo sapiens

cacattgatt cattgpctga ttifcticca gpatictces
ADN

Homo sapiens

getggatgec catgagagag g
ADN

Homo sapiens

catgggasca getctcgagy a
ADN

Homo sapiens

catgggaaca getctcgagg aatctigtit tetttcatpe to
ADN

Homo sapiens

gEggacgcag tagecgagat
ADN

Homo sapiens

tcacitcage atcaccteca

ADN
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Homo sapiens

tcacttcage atcaccicca aaagggaag agecgagicg
ADN

Homo sapiens

cgpatgggas tgtegttigy
ADN

Homo sapiens

B8gggictcg cotcgggact
ADN

Homo sapiens

B8BBEBtctcg cotogggact acttgactgg getasggtag
ADN

Homo sapiens

acaaaggaag atgecacage
ADN

Homo sapiens

tgcagcanca aapacacagt
ADN

Homo sapiens

tgcagcaaca aaaacacagt tectaggpag tigaataage ¢
ADN

Homo sapiens

tgatacceea actccclicta
ADN

Homo sapiens

aangcaggag ggaacagage
ADN

Homo sapiens

aaagcapgpag Sgaacagage aclgeagppa ccacagg
ADN

Homo sapiens

tgcecageta ctgetaceta

ADN

Homo sapiens

67



10

15

20

25

30

35

ES 2530 057 T3

cccagticag giocagga
ADN
Homo sapiens
cecagiicag gtecaggatg teataccgag tettct
ADN
Homo sapiens
gecctgggac tgatageaag
ADN
Homo sapiens
BFACEAARCA gagpREcaas
ADN
Homo sapiens
agacgaagca gagppgeaaa gpggagitce aaaacacctg
ADN
Homo sapiens
ccagasalgg glcagaatpp acaa
ADN
Homo sapiens
catctgecgg pgtaggagaa agee
ADN
Homo sapiens
catctgecgg ggtaggagaa agectgtelg cigcagagec tgec
ADN
Homo sapiens
ctggagecce gaggasge
ADN
Homo sapiens
cactgggggt toottig
ADN
Homo sapiens
cactggepgt ticcitggaa ggocagatet totent
ADN
Homo sapiens
agtgcatetc catgteccge tacta

ADN
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Homo sapiens

cgatgtictt aacgtggtge atcaa

ADN

Homo sapiens

cgatgtictt aacgiggtac alcascagge tgtpgctige tigt
ADN

Homo sapiens

cotoctgeap tcccageict ©
ADN

Homo sapiens

Eetitctcce cpecgticte a
ADN

Homo sapiens

getitcicce cgecgttcte atgageaaat aatccattet ga
ADN

Homo sapiens

ggagciceee igiggtcate
ADN

Homo sapiens

tittgaactg tggaaggaac
ADN

Homo sapiens

titigaactp tggaagganc agggetcgt tettcigatt
ADN

Homo sapiens

aaagtacttg gagtctgeag gtgcg
ADN

Homo sapiens

tgcaatigac ciccagtgaa gttca
ADN

Homo sapiens

tgcaattgac ciccagigaa giicagtgee ccacacagga aaatagtctc
ADN

Homo sapiens

Cactgggacg aaggpgaa
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ADN

Homo sapiens

gtcataagee cogecaat

ADN

Homo sapiens

gtcataagee ccgocaatag acacagetge catcct
ADN

Homo sapiens

sageccaccg acccatet

ADN

Homo sapiens

Icagpcpect cacaaagc
ADN

Homo sapiens

tcaggegect cacaaageag tgetggagta getgaa
ADN

Homo sapiens

ggteggagte aacggatttg g
ADN

Homo sapiens

cotecgacge ctgetteace a
ADN

Homo sapiens

cetecgacge ctgettcace agagggecca tecacagtet te
ADN

Homo sapiens

gaggagegag gactggagee a
ADN
Homo sapiens

geacctoeat gggtcgaaat t
ADN
Homo sapiens

geacctccat gggtegaaat tetcagtgs gtotctaata aa

ADN
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Homo sapiens

tegecgagga gageaagtic
ADN
Homo sapiens
ggaacagege ggtectgtaa
ADN
Homo sapiens
Bgaacagcge getectgiaa gaataatcca aaagaccaga
ADN
Homo sapiens
cgtaccetgt gecaticeaa
ADN
Homo sapiens
tasacagcea gacagatgea
ADN
Homo sapiens
teaacageca gacagatgea atacggggaa taaaccacgt
ADN
Homo sapiens
gtegptggct totgetga
ADN
Homo sapiens
aacccitgag tgtagccca
ADN
Homo sapiens
aaccctigag tgtageecag atgtgeatat teaceic
ADN
Homo sapiens
gctgetggec gaasactige
ADN
Homo sapiens
gtctgecttc gtigetecca
ADN

Homo sapiens
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gletgectic gttgctecea tticticett pttagcacag
ADN

Homo sapiens

ECAagagCecEE ggacaagaga a

ADN

Homo sapiens

ctgctctitc tcteccattga ¢
ADN

Homo sapiens

cigetctite tetecattga cgetcttect gtagtgcatt ca
ADN

Homo sapiens

gegacgctee tgattatgac
ADN

Homo sapiens

gmamig Bccpcitcce

ADN

Homo sapiens

gcaaaccatg gecgetteoe tictccaaaa tgtocacacy
ADN

Homo sapiens

gtgcgagtcs ttatggtic

ADN

Homo sapiens

aghgtgige ggaaatccat
ADN

Homo sapiens

apttetetpc gpeaatccat tgctetgget gatcttptic
ADN

Homo sapiens

tcegetgeaa atacatctce

ADN

Homo sapiens

tgtticcegt taccattgat
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ADN

Homo sapiens

tgtticcegt teocattgat taggacctca tggatcagea
ADN

Homo sapiens
getctacctg gacctgetgt

ADN

Homo sapiens
gBaacacage gaacatcacc

ADN

Homo sapiens

gBaacacagg gaacatcacc tagagcagga tggecacact
ADN

Homo sapiens
atgtgaacca gecagatgtt
ADN

Homo sapiens
clctgggttc tetgecgtag
ADN

Homo sapiens

cictggtic tetgecgtag aggageageR 1ERBECEAR
ADN

Homo sapiens

gotctacgtt gecegecage ctg

ADN

Homo sapiens

giitggpgece gtotitgtag taa

ADN

Homo sapiens

EMiggagce gictiiglag taatiaia igeigtigac getitg
ADN

Homo sapiens

HiBERagE BRENEIECe

ADN
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Homo sapiens

Egccacacca geageatoca
ADN

Homo sapiens

EEccacacca gcagcatoca taaccaactt cigaggaact
ADN

Homo sapiens

agttgtggec titacageag
ADN

Homo sapiens

igtgtgccee aagtaatttt
ADN

Homo sapiens

tgtgtgecee aagtaatttt goacggacaa ttttaaagge
ADN

Homo sapiens

cctaccaget ccagacclit g
ADN

Homo sapiens

tgpettegtc apgaatcacgt t
ADN

Homo sapiens

tggciicgtc agaatcacgt teccagtatt actgcacacg to
ADN

Homo sapiens

cotiacigls agictpgett ga
ADN

Homo sapiens

tgggtitict gottictgat at
ADN

Homo sapiens

1gggutict getitctgat atgteccttt acageagtea tgtg
ADN

Homo sapiens
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1ggcccaget casacagaa
ADN

Homo sapiens

cetettcece tecetgtta
ADN

Homo sapiens

ccicticcee tecotgitac tigtaaacgt cgagpls
ADN

Homo sapiens

ctcaaggatg ccaggaacaa
ADN

Homo sapiens

acactgagec-caccacctag
ADN

Homo sapiens

acactgagcc caccacclag ccactgecat atccagagpa
ADN

Homo sapiens

igeettggac acgEEEtct
ADN

Homo sapiens
tigecctict gaatagtece
ADN

Homo sapiens
tigecctict gaatagtece catggatgec gictaatige
ADN

Homo sapiens
ttcagegaga geagegacac
ADN

Homo sapiens

CAgRACCAac AgEgagaace
ADN

Homo sapiens

cagaaccaac agggagaacc tctigatget pgtpctggaa
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ADN

Homo sapiens
tgacatcgag gtggagageg

ADN

Homo sapiens
ctoccatcga-agpcagaaat

ADN

Homo sapiens

t;gm:atn:ga_g Btggagagep cacacacacc agcaagatat
ADN

Homo sapiens

ccigetgaag tggetgecan a

ADN

Homo sapiens

aactiggttt gatpctptpc ¢

ADN

Homo sapiens

aactiggtit gatpctptec ctttettcct ggapacicaa aa
ADN

Homo sapiens

tgtccgeagt tgatggecag agaca
ADN

Homo sapiens

acttgntta':: cgcagacagt patga
ADN

Homo sapiens

actigattac cgeagacagt gatgaacaac cggttgaggt cotgataaat
ADN

Homo sapiens

tgctgaagaa cggagggatg t

ADN

Homo sapiens
titgccattt tectgetect ©

ADN
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Homo sapiens

titgccattt tectgetect coatctccaa aaaaagictt cg
ADN

Homo sapiens

caggagticg cagtcaagat

ADN

Homo sapiens

acaggatgtt ctecggettg

ADN

Homo sapiens

acaggatptt ctecgeotty atctggctte cttecgacte
ADN

Homo sapiens

acaattgact ctggecticc

ADN

Homo sapiens

tngacantg_g ccagcgcaac

ADN

Homo sapiens

acaatfgact ctggectice acgatctcag acgtcagest
ADN

Homo sapiens

gagagceegp acatcaagta
ADN

Homo sapiens

acttcccttt geectggtag
ADN

Homo sapiens

acttccctit geoctggtag actgagacat cttcecteca
ADN

Homo sapiens

cgetealcgt gggtotecta a

ADN

Homo sapiens

77



10

15

20

25

30

ES 2530 057 T3

agaagtcctg gECattgicg g

ADN

Homo sapiens

agaagtcelg ggealtgicg geaggicgge cageteatac te
ADN

Homo sapiens

cotgetecge tgetectipg
ADN

Homo sapiens

calgcccaac actecectee
ADN

Homo sapiens

cargcccaac actecoctoe cectetetaa cacctcapea
ADN

Homo sapiens

aggtacagct ceccaccage
ADN

Homo sapiens

cttccageca gegoctgage
ADN

Homo sapiens

cficcageca gggectgage aggaatggtt accgtitpec
ADN

Homo sapiens

Egagoccaac tgegecgace
ADN
Homo sapiens

ccttcggtga &tgatgatct aa
ADN
Homo sapiens

Bgageccaac tgegecgace coogtggace tggetgag
ADN
Homo sapiens

gcgetgeagp tatgaaact 1
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ADN
Homo sapiens
agoccegtiy gectgeatea g
ADN
Homo sapiens
ageccegtit gectgeatea gacceggagg tggectictt tg
ADN
Homo sapiens
geatcccgac gecctcaace
ADN
Homo sapiens
gatgtecacg aggtectgag
ADN
Homo sapiens
pcateccgac gecctcaace gatgtccacg aggtectgap
ADN
Homo sapiens
gcigtecete coccttgict
ADN

Homo sapiens

tgticcgctg claatcaaag

ADN

Homo sapiens

tgticcgelg ctaatcaaag tactccceca teatatacee
ADN

Homo sapiens

CgEgacttgp agaapcactg

ADN

Homo sapiens

tagaagaatc gtcggitgea

ADN

Homo sapiens

lagaagaatc gicggtigea tgacatectg gotctectge
ADN
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Homo sapiens

agaccEpcpc acagaggaag
ADN

Homo sapiens

ctttttggac ttcaggtgge
ADN

Homo sapiens

ctititggac ticaggtgec coteattcag cteteggaac
ADN

Homo sapiens

cgeaggctac gaagoctatt aca
ADN

Homo sapiens

tggggagasg aaggggacca cga
ADN

Homo sapiens

\ggegapgaag aagpggacca cgaaggaate ctgggagata caagaa
ADN

Homo sapiens

gotccagegg tgtaaaccig ca
ADN

Homo sapiens

cgtpcaaatt caccagaagg ca
ADN

Homo sapiens

cglgcaaatt caccagaagg catcaactic atttcatagt ctga
ADN

Homo sapiens

ctttcggttt tcagggggea

ADN

Homo sapiens

tggctcacag ticlgcaggc

ADN

Homo sapiens
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tgpctcacag ttctgcagca g,gcaa!:tm:t tatggcgecac agg
ADN

Homo sapiens

EgEgtcccge teatcaagta

ADN

Homo sapiens

aactgccaca toclitpogt

ADN

Homo sapiens

aactgecaca tectitgegt cogeatgaag atgggagete
ADN

Homo sapiens

gcttccaage cegaccigat g
ADN

Homo sapiens

acggtggasa iggtagtags a
ADN

Homo sapiens

acggtggaaa tggtaglage actccagece tgagpgtice
ADN

Homo sapiens

ggccagaatt tageaagaca
ADN

Homo sapiens

tgactatggg cctagageag
ADN

Homo sapiens

tgactatggg cctagageag ggcttctict ticcacigg t
ADN

Homo sapiens

cegaccagat caccelce
ADN
Homo sapiens

gettecgoac glagacct
ADN
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Homo sapiens

geitcepeae gtagacctag cecegtotee geatea
ADN

Homo sapiens

ticagaapp tctgecaaca ccaa
ADN

Homo sapiens

gigtecacca aggtectgag atee
ADN

Homo sapiens

gtgtecacea agptectgap atcccattic tgecagtitc tgctgaaa
ADN

Homo sapiens

aggtgggcaa agggaagtaa
ADN

Homo sapiens

tagagccect gagaagagee
ADN

Homo sapiens

tagageeect gagaagagcc cagagaactg acagtecgtg

ADN

Homo sapiens

ccagecactg tigeageatg a
ADN

Homo sapiens
aggcaaatgg gactcataca ¢
ADN
Homo sapiens
agpcajatgg gactcataca cgggetgelp ctggaptgac ta
ADN

Homo sapiens

getctgageg agatigagac
ADN

Homo sapiens
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caggatcaca cagcagatga

ADN

Homo sapiens

caggatcaca cagcagatga tecacatagt ctaccgegte
ADN

Homo sapiens

tgtgcacaan tecatcaace

ADN

Homo sapiens

gaaaggctice agppttaggt

ADN

Homo sapiens

gaaaggctec agggttaget cacggateeg catggeeate
ADN

Homo sapiens

ccacgetctt ctgectgetg

ADN

Homo sapiens

ctgEtaggag aCEBCEAtEe

ADN

Homo sapiens

ctggtaggag acgECEatge ggtigeta caacatgpgc
ADN

Homo sapiens

Bocgectact tggtgetaac
ADN

Homo sapiens

cgtectgcge coigecttat
ADN

Homo sapiens

cgtpctcpec cetgocttag aggagtgcca agttictatt
ADN

Homo sapiens

gaticctatg tggecpgacga g
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ADN

Homo sapiens

ccaicictlig cicgaagice
ADN

Homo sapiens

ccatctettg ctogaagtee gecagecagg tocagacgea
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de valoraciéon de la cantidad de un primer acido nucleico en una primera muestra, que
comprende:

proporcionar una mezcla estandarizada que comprende un molde competitivo de dicho primer acido nucleico y
un molde competitivo de un segundo acido nucleico en dicha primera muestra, en el que dichos moldes
competitivos estan a concentraciones conocidas uno respecto a otro;

combinar dicha primera muestra con dicha mezcla estandarizada;

coamplificar dicho primer acido nucleico y dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico, produciendo
un primer producto amplificado del mismo sin coamplificar dicho segundo acido nucleico y dicho molde
competitivo de dicho segundo acido nucleico;

diluir dicho primer producto amplificado;

coamplificar ademas dicho primer producto amplificado diluido de dicho primer acido nucleico y de dicho molde
competitivo de dicho primer acido nucleico, produciendo un segundo producto amplificado del mismo;

coamplificar dicho segundo acido nucleico, en la que dicho segundo acido nucleico sirve como primer acido
nucleico de referencia, y dicho molde competitivo de dicho segundo acido nucleico en dicho primer producto
amplificado de dicho primer acido nucleico, produciendo el primer producto amplificado del mismo;

y

obtener una primera relacion comparando el segundo producto amplificado del acido nucleico diana con el
segundo producto amplificado del molde competitivo del acido nucleico diana; y

obtener una segunda relacion comparando el primer producto amplificado del acido nucleico de referencia con el
primer producto amplificado del molde competitivo del acido nucleico de referencia; y

comparar la primera y segunda relaciones, determinando asi la cantidad del primer acido nucleico.
2. El procedimiento como se indica en la reivindicaciéon 1, que comprende ademas:

diluir dicho producto amplificado de dicho primer acido nucleico y dicho molde competitivo de dicho primer acido
nucleico; y

coamplificar ademas dicho producto amplificado diluido, produciendo un producto amplificado adicional del mismo.
3. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, que comprende ademas:

diluir dicho producto amplificado de dicho segundo acido nucleico y dicho molde competitivo de dicho segundo acido
nucleico, y

coamplificar ademas dicho producto amplificado diluido, produciendo un producto amplificado adicional del mismo.

4. El procedimiento como se indica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho primer
acido nucleico de referencia es un control para la carga de ADNc en la reaccion.

5. El procedimiento como se indica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho primer
acido nucleico de referencia corresponde a al menos un gen seleccionado de GADH, ACTB y B-actina.

6. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho primer acido nucleico
comprende una secuencia correspondiente a un gen referenciado en la Fig. 1 o 2.

7. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho molde competitivo de
dicho primer o dicho segundo acido nucleico comprende una secuencia referenciada en las Fig. 4A-4B.

8. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho molde competitivo de
dicho primer acido nucleico estda a una serie de concentraciones respecto a dicho molde competitivo de dicho
segundo acido nucleico.

9. El procedimiento como se indica en la reivindicaciéon 8, en el que dicha serie de concentraciones
proporciona diluciones en serie de 10 veces de dicho molde competitivo de dicho primer acido nucleico respecto a
dicho molde competitivo de dicho segundo acido nucleico.

10. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que obtener dicha primera o
dicha segunda relaciones comprende el uso de electroforesis capilar de microfluidos, matriz de oligonucledtidos,
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espectrometria de masas o cromatografia.

11. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dichas mezclas
estandarizadas controlan al menos dos fuentes de variacion seleccionadas de carga de ADNc, eficacia de
amplificacién intraacido nucleico, eficacia de amplificacion interacido nucleico, eficacia de amplificacion
interespécimen, eficacia de amplificacion intermuestra y eficacia de amplificacion intramuestra.

12. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicho procedimiento esta
informatizado y en el que dicha informatizaciéon comprende instruir a un manipulador roboético para seleccionar dicha
primera de las mezclas estandarizadas diluidas en serie para combinacion.

13. El procedimiento como se indica en la reivindicacion 12, en el que dicha informatizacion comprende obtener
dicha primera relacion.

14. El procedimiento como se indica en la reivindicacién 13, en el que obtener dicha primera relacién implica
determinar un area bajo la curva.

15. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en el que dicha informatizacion
comprende instruir a un manipulador robético para seleccionar dicha segunda de las mezclas estandarizadas
diluidas en serie basandose en dicha primera relacion.

16. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el que dicho acido nucleico
comprende una molécula de ARN.

17. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el que dicho acido nucleico
comprende una molécula de ADN.

18. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que la etapa de proporcionar la mezcla estandarizada
comprende: preparar una mezcla estandarizada de reactivos, comprendiendo dichos reactivos suficiente molde
competitivo para valorar las cantidades de una serie de acidos nucleicos en mas de aproximadamente 10°® muestras,
en el que dicha mezcla estandarizada permite la comparacion directa de dichas cantidades entre dos de dichas
muestras.

19. El procedimiento segun la reivindicacion 18, en el que dichos reactivos comprenden ademas un cebador
directo y/o un cebador inverso para cebar la amplificacién de dicho molde competitivo de dicho nimero de acido(s)
nucleico(s).
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Figura 1
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Extraccion de ARN }\/ 301

Transcripeién inversa N\ 302

Amplificacion por PCR de ronda T 303
L. (ADNc nativo v molde competitivo) N/
Dilucion de producto amplificado de ADNc 5
nativo y/o molde competitivo N\ 304

Afﬁplificacién por PCR de ronda 2 (ADNG A/ 305
L nativo y molde competitivo)

Comparacion de acido nucleico diana y su molde competitivo con NS 3086
4 acido nucleico de referencia y su molde competitivo

Figura 3
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Expresion génica media en ADNc de referencia universal medida mediante los procedimientos dados a conocer en

la presente memoria

Acceso a

g, ID. Na.

Expresion media’

Genbank Dos etapas No dos etapas

n—:.cjnuumuwnnunnuaunnnuwmnunuun GrasBEIE2IEINRRUR S E 3k

il "= ZICRARRAARTICARKRYIARIRERT wnwumummuummmmmm 5332%

osBsadnlaReiisiiantensanceant sheankrheefiagfecany

mmmmmmmmmmm?mmmﬁm%m mﬁmmmmmm:mmmm;mm

% 28
M T P DT
135088e asnnasaliadface mmmmmmmmmmmmmwmmgmmwmmmm

- +r222293RAAKOYIHARCICRRIRYD BR25EEEEY 22535288 89%

Figura 4a
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Expresion génica media en ADNc de referencia universal medida mediante los procedimientos dados a conocer en
la presente memoria

o052 2500 Ka ME 49 Lo
OS] JORBYTALEISDS L6000 19000 151 - 1%2 153
Do sy Hom IR 154 158 L84
G5TF] ST 210000 230000 - 157 158 1
-85TT1 XTOES HA L R T 1 71
FRER2  YOD& 84000 G000 o U154 145
ENF1A sl 150 ™ 168 16T &8
D (g 130000 Ha ¥ I m
HEPAS ©  LIfIE9 17000 BA 1M I 1M
his ] XDars0 4300 m 173 176 I
L ¥ baja t;g}g e g 10
me HSIHUS 1300 10} M| 18
EEI: MO ND E’;E 184 188 186
L kGO baja 187 188 189
Hﬂn Losins 1200 1500 153 1 I'.n
MAZ . Xsus? W XD 1 14 185
MLHI VDTS - 15000 o0 w1 U
MEm L7381 m, W0 159 3M am
© MEHS mads 180000 SO0 M2 3 204
MEHT AFOHTIS o000 2000 05 06 207
MIIY X5 ND KD 3 209 - M0
NAIH MBS . IT005h e 311 313 3
PR, ESEY 2900 [0 24 25 26
NEE - ) g1l 6000 a%xs 7. us 215 -
REL2 by LT * 1Ton S0 T - | m
ae uanu ) baja .3 a2 2=
T U 300 e m|s I 1
ame o ) . |y o 2l
COEN1  UIIOS: 4000 W IR I 1N
COEM1  TE50S 8000 _ BEDY oS -6 W
5 ROateF ThED B P 239 M40
BAMEE MRS 190000 ‘D00 3 a2 dm
PCHA ey , 1200600 SO0 | 344 245 248
PRI . D387 oy BP-, MT MBI
BULTT LU 6100 o 20 M 252
SULT) Uison o000 . ;i 253 254 1SS
JRAFIA  h9sd A B0 256 27 288
BARA p 1 4200 -2% T T
EEL- MO0 3500 B0 @ M 1M
SPARC T04n ;|OOG . 00 S 366 26Y
SPRIB MEOST 1 (] 68 289 IR
SIMlA Ly wo 0 IM MmN
TGMG YL WA B0 M I %
TDF XX HD HD m m - In,
TMFEF MSEREMIMED 2409 7600 380 381 3m

i

:m— Minguna detg{:{:iﬁ-n. No se detectd NT cuando se usd la mezcla F
HA= yy valorado i ] :
baja= los niveles de expresion son menores de 600 ARN mi10BARNm de
beta-actina
Se resefia baja actividad cuando no 3e obaerva NT cuando e usd mezcla
E y no eran mensurables ni NT ni CT cuando se usd mezcla F

Figura 4B
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Copias iniciales de ARNm

en la reaccion PCR

100000 ~
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5

Células/reaccion PCR

Figura 5
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Transcritos/célula
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Muestra A ﬁ

f-actina

Gen

Gen

Gen

Gen

Gen

Gen

1

6-n

5.

601

En cada muestra, puede compararse cada gen con su patrén
respectivo dentro de la mezcla estandarizada de patrones internos

ES 2530 057 T3

Mezclas estandarizadas de patrones internos

— .

Mezcla estandarizada
de patrones internos

# Muestra B,_,,

IR IR

patron de g-actina

Patrén de gen 1

H

Patron de gen 2

2]

Patron de gen 3

H

Patron de gen 4

41
Patron de gen 3

1N eos

Patron de gen 6-n

T

&02—=

B-actina
Gen 1
Gen 2
Gen 3
Gen 4

Gen 5

Gen 6-n

_E!»n‘.:lﬁ':'Eﬂh

Figura 6
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Producto amplificado de acido nucleico/producto

coamplificado de su molde competitivo
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( primer acido nucleico

segundo acido
nucleico

0.0. 0.1 0.2 0.3
ARN total (pg)

Figura 20
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Fuentes de variacion en la medida de expresiéon génica por RT-PCR cuantitativa y procedimientos de control

Fuente de variacion

Carga de ADNc: Debido a la variacion en el
pipeteado, cuantificacion o transcripcion
inversa.

Consecuencia: comparacion poco fiable de la
expresion del mismo gen en dos muestras
diferentes

Variacion de ciclo a ciclo de la eficacia de
amplificacién intraacido nucleico: fases de
meseta temprana lenta, logaritmica lineal y
tardia lenta

Consecuencia: comparacion poco fiable de la
expresion del mismo gen en diferentes
muestras

Eficacia de la amplificacion interacido nucleico:
en la eficacia de los cebadores

Consecuencia: comparacioén poco fiable de la
expresion de diferentes genes en la misma o
diferentes muestras

Eficacia de amplificaciéon interespécimen:
presencia variable de un inhibidor de PCR

Consecuencia: comparacion poco fiable de la
expresion del mismo o diferentes genes en la
misma o diferentes muestras

Eficacia de amplificacion intermuestra: en la
calidad y/o concentracion de reactivos de PCR
(por ejemplo, cebadores) en presencia de un
inhibidor de PCR

Consecuencia: comparacion poco fiable de la
expresion del mismo o diferentes genes en la
misma o diferentes muestras

Eficacia de amplificacion intramuestra: en la
eficacia del termociclador

Consecuencia: por ejemplo, comparacion poco
fiable de la expresion del mismo o diferentes
genes en la misma o diferentes muestras

Realizaciones de
procedimientos descritos en la
presente memoria

Amplificacion multiple con gen de
referencia (por ejemplo, B-actina)

CT de patrén interno para cada
gen en una mezcla estandarizada
de patrones internos (SMIS)

CT de patrén interno para cada
gen en una SMIS

CT de patrén interno para cada
gen en una SMIS

CT de patrén interno para cada
gen en una SMIS

CT de patrén interno para cada
gen

Figura 22
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Tiempo real

Amplificacion multiple con
gen de referencia (por
ejemplo, B-actina)

Medida a tiempo real

Curva patrén externa para
cada gen medido

Curva patréon de la muestra
de referencia en
comparacioén con la muestra
de ensayo2

Ninguno®

Ninguno®
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S N o s Valor de
Gon Cia e Cicoede Dscon,  exprosion
ronda génica?
s o 1Ho - nNa®
5 35 1/100 NA
pactine 8 a5 -1/00 NA
10 35 . /1,000 NA.
as a5 1AL NA
35 0. . 1;1-._nnan|_ = B.95E+04
5 35 1H 0090, 8.24E+04
omyc B 35 AH0000 . T.0ZE+04
. 10 a5 TM0:000" 3.30E+D4
35 a5 111,000,000 3.40E+04
E) 0 " 1/1,000 1.40E+04
5 35 11,000 ATSE+04
" catalase 8 as 1/10,000 B.76E+03
10 35 110000, A2AE+04
35 35 /1,000,000 0.25E403

' Dilucién maxima a la que podian detectarse los productos de PCR

cuantificables. Para reacciones individuales (ciclos de ronda 2= 0), la
dilucion mostrada es la de la mezcla de partida de ADNc y mezcla de CT.
Para las reacciones multiples, las diluciones mostradas son las de
productos de ronda 1 (por ejemplo 1/100= 1 ml de los 10 ml del producto
de ronda 1 + 9 ml de agua)

2 Los valores de expresion génica se resefian como moléculas por 10°
moléculas de B-actina

® NA= no aplicable

Figura 29
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Figura 30
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En dos etapas
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1000000

100000 -
10000 -
1000
106

10

1
10 =~
100
1000 =
10000 =
100000 =
1000000

No en dos etapas

Figura 31
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.I~T’.'g‘:“ﬂ“3agza=s 3 :g Ao

# a. Molde nativo de
= 350 pb extendido
por los cebadores
"1 de codificacion

',_r:. (rayado) e inverso
1'% (continuo)

T
v ks

h Cebador de CT
E,’ :azulfblancn}umdcra
n-. la hebra codificante

¥ del molde nativo en el3
l}g extremo 3
[1H X

A B

E; C. Cebador de
codificacion (rayado)
unido a la hebra

i anticodificante del

Figura 32
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ADMc decreciente '—"—'—"'-""'"

Y 788 pares de bases- GAPDH nativo

588 pares de bases- GAPDHmutadc

54 pares de bases- GSH-Px mutadc
=280 pares de bases- G5H-px nativo

Figura 34
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Datos densitométricos del primer carril de muestra de la Fig. 34

Longitud (pares Valores Correccion de Valores
de bases) densitoméricos tamafio densitométricos
Zeineh relativos
(A) GAPDH
GAPDH nativo y 788 10.095 0,820
heterodimero (N°+2NM)
GAPDH mutado (M?) 588 1.652 X788/588= 0,180
2214
(B) GSH-Px
GSH-Px mutado y 354 6.709 0,442
heterodimero (N°+2M)
GSH-Px (N%) 280 6.662 X354/280= 0,558
8461
Figura 35
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ANALISIS NORTHERN
g Jﬁﬁ%@g TIEMPO DE EXPOSICION

s rats

wuwn el My |

Figura 36A
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ANALISIS DE RT-PCR EN DOS ETAPAS
TIEMPO DE EXPOSICION(hY) 0 = - = 24

ADNCc en la reacciéon PCR (i)
1. 8 s

GAPOH nativo
GAPDH heterodimérico
GAPDH competitivo

CYP1A1 nativo
CYP1AT heterodimérico

CYP1A1 competitivo

Figura 36B
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GEN Datos de expresion usando algunas realizaciones dadas a conocer en
la presente memoria

Datos de expresion de
micromatriz

SVpgC2a HOE Diferencia en veces: SVpgC2a/HOE Diferencia en veces:
SVpgC2a/HOE
AHR 420 125 3,3 +3,2
GSTM1,24,5 260 30 8,6 +9
GSTP1 10200 26.000 -2,5 -1,8
SOD2 2300 420 5,5 5,1
GPX1 17500 27.000 -1,5 -2,4

La comparacion de los datos de expresion génica por micromatriz (técnica de chip de ADNc) en células epiteliales
orales humanas normales o inmortalizadas confirmé el concepto de que las matrices génicas son procedimientos de
cribado valiosos mientras que otras técnicas, como los procedimientos descritos en la presente memoria, permiten

un analisis de expresion génica mas detallado

Figura 37
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Intervalo dinamico lineal de algunas realizaciones

dadas a conocer en la presente memoria

Micromatrices

g¢ eanbi4

(eunoe-¢ sp sejnogjow g0}/se|n22|ow)

L opedldng

S0430°8 S0+30°) PO +30°) T0e30° $0eF}

L
Ipawl AD
S

(eunoe-g ap sejnaajow g0L/SEINI2jow)

Z opeondng

seAneoyiubis sew sejoualajip ap uoloeIlnUapI el uelliqisod pepijiqisuss

ap %001 A oldwe sew |eaul] 021WEBUIP OJeAI3)Ul ‘UQIDJ3)epP ap |eiqWn Jouaw |3

125



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

