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DESCRIPCION
Método para lisis celular en un tampoén de reaccion de RT-PCR

Campo de la invencién

La invencion se refiere al campo del andlisis de expresién de ARN por medio de PCR. Mas especificamente, la
presente invencion proporciona un método para llevar a cabo andlisis de expresion partiendo de un material de
solamente unas pocas células, y andlisis directo posterior de dicho ARN de muestra por medio de PCR en tiempo
real.

Antecedentes de la invencién

En las Ultimas décadas, la PCR se ha convertido en el "caballo de trabajo" para el andlisis de ADN, ya que permite la
amplificacion exponencial de los acidos nucleicos. En particular, la PCR en tiempo real (también denominada gPCR)
se ha convertido en una herramienta poderosa ya que permite el analisis simultaneo del acido nucleico amplificado
durante la amplificacién, o sin apertura intermedia, directamente después de la reaccion de amplificacion por medio
de analisis de curva de fusion.

Por otra parte, la automatizacién de PCR asi como de RT-PCR ha hecho progresos significativos, ya que ahora
estan disponibles sistemas de qPCR que permiten un rendimiento de 96, 384 o 1536 reacciones en paralelo en
formiatos de placas de microtitulacion. Los sistemas también se han vuelto mas faciles de usar. Por ejemplo, en el
mercado estan disponibles placas de microtitulacion, en las que cada recipiente de reaccién ya comprende los
compuestos necesarios para realizar la amplificacion por PCR o RT-PCR o amplificacion y deteccion en una forma
liofilizada, y el cliente solamente tiene que afiadir la muestra que comprende el acido nucleico a analizar, antes a la
reaccion real en si. Advalytics proporciona un sistema alternativo (AG 480F) que permite la amplificacion por PCR y
la deteccidn en portaobjetos de vidrio.

Sin embargo, todavia es un desafio mejorar ain mas el flujo de trabajo para el andlisis de PCR y RT-PCR, en
particular, si el andlisis se puede realizar solamente en el ARN que se origina solamente a partir de un pequefio
nimero de células. En PCR en tiempo real tradicional, el ADN o el ARN se aisla primero a partir de células en un
procedimiento que requiere mucho tiempo que puede conducir a una pérdida de material. Después de la cosecha,
las células se lisan y el ADN se purifica al menos parcialmente a partir del lisado, porque de otro modo, la
amplificacion por PCR se podria inhibir al menos cuantitativamente.

Stahlberg A. et al. "Single-cell gene expression profiling using reverse transcription quantitative real-time PCR", abril
de 2010, METHODS 50 (4): 282-288) informa de un método para recoger células individuales mediante capilares de
vidrio o citometria de flujo, seguido de evaluacion por perfiles ARNm cuantitativa usando transcripcion inversay PCR
en tiempo real.

En este contexto, el problema técnico que subyace en la presente invencion era proporcionar un metodo de alto
rendimiento mejorado y que se pudiera automatizar que permite un protocolo adicional de analisis de é&cidos
nucleicos simplificado.

Sumario

La presente invencion proporciona un método a la amplificacion de un acido nucleico diana de ARN, que comprende
las etapas de

a) transferir una muestra de liquido con un primer volumen inferior a 2 pl que comprende una o mas células
eucariotas vivas en un recipiente,

b) afadir a dicho recipiente un tampén de reaccién de RT-PCR en una etapa que comprende una ADN
polimerasa termoestable capaz de realizar una RT-PCR en una etapa, y dNTP, con un segundo volumen,
mientras que dicho segundo volumen es al menos 2x tan grande como dicho primer volumen,

b’) incubar dicha muestra a una temperatura entre 37 °C y 65 °C de 30 segundos a 5 min, c) calentar dicho
recipiente durante al menos 20 segundos a al menos 90 °C,

d) amplificar dicha diana en dicho recipiente por medio de una reaccién en cadena de la polimerasa con una
ADN polimerasa termoestable capaz de realizar una RT-PCR en una etapa sin realizacion de una etapa de
purificacion intermedia,

en el que la relacion del nimero de dichas células vivas de la etapa a) frente al volumen de liquido en el que la
reaccion en cadena de la polimerasa de la etapa d) no es superior a 2 células/ul, dicha relacién es de al menos
1 célula/25 pl.
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Dicho tampdn de reaccién de RT-PCR en una etapa de la etapa b) puede comprender ademas al menos una pareja
de cebadores de amplificacién y opcionalmente cualquiera de al menos una sonda de hibridacion marcada o un
compuesto fluorescente que se une a ADN bicatenario.

Como alternativa, dicho recipiente comprende una composicion seca de al menos una pareja de cebadores de
amplificacion por PCR y opcionalmente al menos una sonda de hibridacion marcada o un compuesto fluorescente
gue se une a ADN bicatenario.

En una realizacion, la actividad de dicha ADN Polimerasa termoestable se activa térmicamente durante la etapa c).

Ademas, en una realizacibn que no es mutuamente excluyente con la realizacion que se ha desvelado
anteriormente, dicha polimerasa es la Tth Polimerasa.

En una realizacion del método de la invencion, dicho liquido que comprende al menos una o mas células vivas se ha
obtenido mediante un método de clasificacion de células antes de la etapa a).

Preferentemente, el acido nucleico que se amplificard es ARN. También esta dentro del alcance de la presente
invencion, si el ARN diana solamente se expresa en cantidades muy bajas y/o se transcribe a partir de de ADN de
una sola copia.

En otro aspecto, se proporciona un kit que comprende una pluralidad de recipientes de reaccion disefiados para que
se ajusten en un instrumento termociclador, y un tampoén de reaccion de PCR que comprende una ADN polimerasa
termoestable capaz de realizar una RT-PCR en una etapa y dNTP.

En un aspecto, dicho kit comprende adicionalmente al menos una pareja de cebadores de amplificacion, y
opcionalmente cualquiera de al menos una sonda de hibridacion marcada o un compuesto fluorescente que se une a
ADN bicatenario.

En un aspecto alternativo, dichos recipientes de reaccion dentro de dicho kit comprenden una composicion seca de
al menos una pareja de cebadores de amplificacién por PCR y opcionalmente cualquiera de al menos una sonda de
hibridaciéon marcada o un compuesto fluorescente que se une a ADN bicatenario

Dicha pluralidad de recipientes de reaccion se pueden conectar fisicamente entre si en una forma de una placa de
microtitulacion o una tira lineal de recipientes de reaccion.

Ademas, dicha polimerasa termoestable dentro de dicho kit se puede activar preferentemente por via térmica por
medio de incubacién durante al menos 1 minuto a 90 °C.

Descripcién Detallada

En términos generales, la presente invencién proporciona un método que permite la lisis de una muestra celular en
un entorno liquido que posteriormente se usa directamente para analisis de expresion de ARN por medio de
aplicacion de una RT-PCR en una etapa sin ninguna etapa de purificacion intermedia o procedimientos complejos de
manipulacion de liquidos. De forma mas precisa, la presente invencién proporciona un método para amplificaciéon de
un acido nucleico diana de ARN, que comprende las etapas de

a) transferir una muestra de liquido con un primer volumen inferior a 2 pl que comprende una o mas células
eucariotas vivas en un recipiente,

b) afiadir a dicho recipiente un tampon de reaccion de RT-PCR en una etapa que comprende una ADN
polimerasa termoestable capaz de realizar una RT-PCR en una etapa, y dNTP, con un segundo volumen,
mientras que dicho segundo volumen es al menos 2x tan grande como dicho primer volumen,

b’) incubar dicha muestra a una temperatura entre 37 °C y 65 °C de 30 segundos a 5 min, c) calentar dicho
recipiente durante al menos 20 segundos a al menos 90 °C,

d) amplificar dicha diana en dicho recipiente por medio de una reacciéon en cadena de la polimerasa con una
ADN polimerasa termoestable capaz de realizar una RT-PCR en una etapa sin realizacion de una etapa de
purificacion intermedia,

en el que la relacién del nimero de dichas células vivas de la etapa a) frente al volumen de liquido en el que la
reaccion en cadena de la polimerasa de la etapa d) no es superior a 2 células/ul, dicha relacién es de al menos
1 célula/25 pl.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion es posible que todas las etapas a), a), ¢) y d) se realicen dentro
del mismo recipiente de reaccion.
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Tal como se demostrara con los ejemplos, la presente divulgacion proporciona un método que se puede aplicar de
forma sorprendente para realizar un analisis de RT-PCR en 1 etapa partiendo de solamente de una sola célula viva
como material de muestra original. Ademas, es posible amplificar de forma reproducible y analizar ADN diana a partir
de un gen de una sola copia a partir de solamente unas pocas células o incluso una sola célula.

El acido nucleico diana puede ser cualquier ARN, gque incluye pero no se limita a ARNm con el fin de controlar los
respectivos niveles de expresion de ARN. Por lo tanto se requiere para amplificar el acido nucleico diana de ARN
con una polimerasa termoestable que comprende tanto actividad de polimerasa dependiente del molde de ARN
(actividad de Transcriptasa Inversa) como actividad dependiente del molde de ADN. Un ejemplo importante para tal
enzima es la Tth ADN polimerasa (N° de Cat.: 480 022 001 de Roche Applied Science). Como alternativa, la ADN
polimerasa termoestable que comprende actividad de transcriptasa inversa asi como actividad de polimerasa
dependiente de ADN puede ser una mezcla de una enzima con actividad de transcriptasa inversa y una actividad de
ADN polimerasa dependiente del ADN. Por ejemplo, el sistema de C. therm Polimerasa (N° de Cat.: 016 346 001 de
Roche Applied Science) consiste en una mezcla de C. therm polimerasa y Taq Polimerasa.

Las temperaturas elevadas de actividad de Tth ADN Polimerasa (6ptima de +55 °C a +70 °C, maxima de +95 °C)
superan los problemas planteados por la estructura secundaria del ARN. EI ADNc resultante se puede amplificar por
PCR usando la misma enzima en presencia de iones Mg**. La capacidad de la Tth ADN Polimerasa para realizar
tanto transcripcion inversa como amplificacién de ADN a temperaturas elevadas permite que esta enzima se use
para RT-PCR cuantitativa, clonacién, y andlisis de expresidon genética. La Tth ADN Polimerasa se usa para
amplificacion por RT-PCR de ARN de hasta 1 kb.

La actividad de Tth ADN Polimerasa es resistente a incubaciones prolongadas a temperaturas elevadas (+95 °C), y
por lo tanto se puede usar para amplificacion por PCR.

En presencia de iones Manganeso (Mn”") la Tth ADN Polimerasa tiene una actividad de transcriptasa inversa
intrinseca muy eficaz (RT), que es mucho mas elevada que la actividad informada para ADN polimerasa de E. coli y
Tag ADN polimerasa (Saiki, R.K., et al., Science 239 (1988) 487-491).

Etapa a)

La una o mas células vivas de acuerdo con la etapa a) son células eucariotas de origen humano, animal o vegetal.
Las células pueden tener su origen en lineas celulares, sangre o biopsias.

La muestra liquida que contiene las células puede ser cualquier liquido, tampdn o medio en el que dichas células
sobreviven durante al menos un determinado periodo de tiempo, que es preferentemente no superior a 30 minutos.
Dicho liquido, por ejemplo puede ser un medio en el que las células que viven y crecen en suspension se han
cultivado de fama satisfactoria. En el caso de células adherentes, el liquido puede ser un tampoén, en el que las
células se han separado del soporte sdélido. Sin embargo, tal tampén esta libre preferentemente de cualquier
proteasa que pudiera tener un efecto de inhibicion en la reaccién de amplificacion posterior de PCR o RT-PCR
mediada por polimerasa. Tal efecto, si se observa, se puede evitar sometiendo las células a una etapa de lavado
adicional antes de la deposicion en el recipiente.

La transferencia del liquido en el recipiente se puede conseguir de forma manual por medio de una primera
preparacion de una serie de dilucion apropiada de una muestra celular y a continuacion pipeteando un equivalente
de solamente una o varias células en dicho recipiente. Preferentemente, la transferencia se consigue usando una
estacion apropiada de pipeteo automatizado o, lo méas preferente, un clasificador celular. En la técnica se conocen
bien tales maquinas de clasificacién celular y estan disponibles en el mercado a través de una serie de diferentes
fabricantes. Debido a la tecnologia subyacente de los clasificadores celulares, de vez en cuando sucedera que los
clasificadores celulares reconocen de forma errGnea como células las particulas grandes de residuos celulares.
Debido a este efecto, en el caso de andlisis de una sola célula, algunas muestras pueden no dar resultados durante
la reaccion de PCR o RT-PCR posterior.

Preferentemente, el nimero de células transferidas al recipiente de reaccion se deberia limitar ya que sin ninguna
etapa de purificacion, la presencia de residuos celulares en concentraciones mas elevadas puede inhibir la reaccion
de amplificacion posterior. De forma ventajosa, el nimero de células transferidas al recipiente de reaccion se ajusta
de modo que la etapa d) tal como se desvela a continuacion se realice de una manera tal que la muestra no supere
una relacion de 2 equivalentes celulares/pl.

También preferentemente, el nUmero de células transferidas al recipiente de reaccién no deberia ser bajo, porque de
otro modo puede hacer dificil la realizacién de una reaccion de PCR o RT-PCR para la amplificacion de los ARN que
solamente se expresan con abundancia baja. Por lo tanto, el nimero de células transferidas al recipiente de reaccion
se ajusta de modo que la etapa d) tal como se desvela a continuacion se realice de una manera tal que la muestra
comprenda una relacién de al menos 1 equivalente celular/25 .
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El volumen del liquido es lo suficientemente pequefio de modo que la adicion del tampdn de reaccion de PCR-RT de
1 etapa en la etapa b) y — si fuera necesario — la adicion de compuestos adicionales necesarios para la reaccion de
amplificaciéon posterior por ultimo da como resultado un volumen final que todavia es razonablemente pequefio para
realizar dicha RT-PCR.

En el caso de deposicion automatizada de liquido que contiene la una o mas células el volumen puede ser muy bajo
en el intervalo de sub-pl. En particular, si se usa un clasificador celular, un volumen que contiene solamente un
equivalente celular es aproximadamente inferior a 100 nl. Incluso si en el Ultimo caso la muestra se seca, el inventor
ha demostrado que el nuevo método es todavia eficaz. En la realizacion en particular de andlisis de una sola célula,
el volumen final no supera preferentemente los 25 pl.

El recipiente de reaccion puede ser cualquier tipo de recipiente de reaccion, en el que se puede realizar una reaccion
de amplificacion. Por lo tanto, la Unica limitacion esencial es que el recipiente tenga suficiente resistencia al calor,
dato que durante el protocolo de termociclado llegara a estar expuesto de forma repetida a temperaturas elevadas
de 90 °C o superiores.

En una realizacion, el recipiente de reaccion es un pocillo de una placa de microtitulacion que est4 adaptado o
disefiado para su colocacién en un instrumento termociclador. Esto permite la ejecucién del método de la presente
invencién en un numero de muestras de una manera altamente paralela. Las placas de microtitulacién que
comprenden 96, 384, y 1536 pocillos se conocen en la técnica y estan disponibles en el mercado en una multitud de
proveedores diferentes. Las placas de microtitulacion disponibles en la técnica permiten volimenes de reaccion de al
menos 2 pl. Tales placas de microtitulacion se pueden someter a temperatura elevada de al menos 90 °C mediante
su colocacién en un bloque de calentamiento apropiado, o, como alternativa, directamente en un instrumento
Termociclador de PCR que esta disefiado para incorporar placas de microtitulacion.

En una segunda realizacion, el recipiente de reaccion puede ser un solo tubo de reaccién o un tubo de reaccién que
es una parte de una tira de tubos de reaccidn que estan conectados entre si de modo que se pueden colocar en
conjunto en el bloque de calentamiento de un instrumento termociclador. En una realizacién mas, el recipiente de
reaccion es un capilar especifico que se puede colocar en un instrumento de capilaridad LightCycler
(Cat. N° 023 531 414 001 de Roche Applied Science).

Etapa b)

En el contexto de la presente invencion, la expresién "tampon de reaccion de RT-PCR en 1 etapa” que se afiade a la
etapa b) de la presente invencion se entiende como cualquier liquido en el que la muestra se somete posteriormente
a una reaccion de RT-PCR sin ninguna etapa de purificacion intermedia. El segundo volumen mencionado del
tampon de reaccion afiadido deberia ser al menos dos veces (2 x) el mismo volumen y preferentemente 5 veces (5x)
tan grande como el primer volumen. Esto permitird la amplificacién eficaz del acido nucleico diana durante la
reaccion posterior de RT-PCR en 1 etapa.

El "tampoén de reaccion de RT-PCR en 1 etapa" comprende al menos una ADN polimerasa termoestable que
comprende tanto actividad transcriptasa inversa como de ADN polimerasa dependiente de ADN, y una mezcla de
desoxinucleésido-trifosfatos (ANTP). En una realizacién, el "tampén de reaccion de RT-PCR en 1 etapa” ya contiene
compuestos que se necesitan adicionalmente para la realizacién de una reaccion de PCR. Por lo tanto, dicho
"tampoén de reaccion de RT de 1 etapa" puede comprender adicionalmente al menos una pareja apropiada de
cebadores de amplificacion. El "tampdn de reaccion de RT-PCR de 1 etapa' también que de comprender un
compuesto de taponamiento del pH apropiado (por ejemplo, Tris), una sal de Mgz+, una sal de Mn**, un componente
de inicio en caliente y similares.

En una realizacién especifica, el "tampdn de reaccién de RT-PCR en 1 etapa" ya puede comprender compuestos
gue son necesarios para el control de la amplificacion del ADN diana en tiempo real. En particular, estos compuestos
son sondas de hibridacion fluorescentes o un colorante de unién a ADN bicatenario. La especificidad de diversos
formatos posibles de deteccion se analizara a continuacion.

Como alternativa, también estd dentro del alcance de la invencion, si lo hubiera, todos y cada uno de los
componentes que se han mencionado anteriormente o cualquier otro compuesto adicional se afiaden posteriormente
a la etapa de lisis c) pero antes de la realizacion de la reaccion de amplificacion real de acuerdo con la etapa d).

Etapa c)

De acuerdo con la presente invencion, la lisis de las células se produce dentro del tampén de reaccién de RT-PCR
en 1 etapa, sin ninguna adicion anterior de un reactivo especifico de etapa de lisis usado convencionalmente en la
técnica. En su lugar, la lisis de la una o mas células vivas se produce mediante incubacion de la muestra durante un
periodo de al menos 20 segundos a al menos 90 °C. Normalmente, un periodo inferior a 1 min de incubacion a
temperatura elevada es suficiente para una lisis completa de un nimero moderado que células (no superior a 64
células) que permite la amplificacién y deteccién posterior de transcriptos expresados con baja abundancia. Sin
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embargo, también esta dentro del alcance de la presente invencién, si dicho periodo se prolonga hasta un periodo de
30 pero preferentemente no superior a 15 minutos.

La temperatura usada para lisis celular no deberia superar 100 °C y preferentemente deberia ser de 95 °C o inferior
porque a temperaturas elevada se existe un aumento del riesgo de destruccion de los componentes contenidos en el
tampon de reaccion que son necesarios para la reaccion posterior de PCR. Por ejemplo incluso las ADN polimerasas
termoestables tales como Tag ADN polimerasa se estan desnaturalizando o degradando basicamente temperaturas
superiores a 100 °C.

Etapa d)

Tal como se pone en evidencia con los ejemplos, se puede realizar una reaccion de RT-PCR en 1 etapa usando el
lisado directamente sin etapa de purificacion intermedia. Dependiendo de la realizacién, sin embargo esta dentro del
alcance de la presente invencion, si se afladen compuestos adicionales necesarios para dicha reaccion a la muestra
posterior a la lisis.

Dado que la presente invencidon se puede aplicar para analisis de acidos nucleicos que se originan a partir de
solamente muy pocas células o incluso células individuales, es ventajoso para el disefio del experimento de acuerdo
con la presente invencion, si se tiene en consideracién la relacion entre el numero de células analizadas y el
volumen en el que se produce la reaccién de RT-PCR real de acuerdo con la etapa d). Por otro lado, la reaccién se
deberia realizar en un volumen minimo con el fin de conseguir un grado 6ptimo de sensibilidad si se tuviera que
analizar una cantidad tan baja de material de partida. Por lo tanto, se ha demostrado que es ventajoso, si la relacion
del numero de dichas células de la etapa a) frente al volumen de liquido en el que se realiza la reaccién en cadena
de la polimerasa de la etapa d) es de al menos 1 célula/20 pl de volumen de reaccién.

Dado que no existe etapa de purificacion intermedia, la muestra lisada contendra residuo celular que puede interferir
con la eficacia de la reaccién de PCR. En este contexto, se ha demostrado que es ventajoso, si la relacion del
numero de dichas células vivas o equivalentes celulares de la etapa a) frente al volumen de liquido en el que se
realiza la reaccion en cadena de la polimerasa de la etapa d) no es superior a 2 células/ul. incluso es mas ventajosa
una relacion entre 1 célula/ 25 pl y 2 células/ul. Tal como se ha determinado experimentalmente, una relacion dentro
de este intervalo permite un analisis de una sola copia en ADN que se origina a partir de solamente 1 célula
individual asi como un namero de células mucho mas elevado.

Los compuestos usados para reaccion de RT-PCR en 1 etapa pueden ser compuestos convencionales usados en la
técnica: La preparacion de la reaccién reactiva comprende el ARN diana, dNTP, una ADN Polimerasa termoestable
que también es capaz de realizar RT PCR en 1 etapa con el fin de usar el método de la invencién para controlar la
expresion genética, al menos una pareja de cebadores de amplificacion.

De forma ventajosa, los cebadores se disefian de una manera tal que el producto de amplificacion generado es
relativamente pequefio. Los productos de amplificaciéon con un tamafio de hasta 1 kb se han generado de forma
cuantitativa con el método de acuerdo con la presente invencion, pero son altamente preferentes tamafios de
amplicon inferiores a 300 bp o incluso inferiores a 120 bp.

También de forma ventajosa, los cebadores se disefian de manera tal que abarcan una secuencia de intrén, es decir
una parte de un cebador respectivo se dirige frente a un primer exén y la otra parte de dicho cebador se dirige frente
a un segundo exdn consecutivo. Tal disefio permite crear de forma especifica producto de amplificacion derivado del
ARN en la muestra y ex piloto sirio de generar productos de amplificacion que se pueden original a partir del
respectivo fragmento de ADN genomico.

La parte de transcripcion inversa de la RT PCR en 1 etapa no requiere una programacion separada dentro de un
instrumento termociclador. En su lugar, la etapa de transcripcion inversa se produce durante las etapas iniciales de
aumento, hibridacion y elongacién del protocolo de termociclado. Esto esta de acuerdo con las observaciones que se
desvelan en el documento de patente EP 1 978 109.

Sin embargo, para volimenes de muestra pequefios de 2 pl o inferiores, los inventores han observado de forma
sorprendente, que la deteccion de la expresion es incluso mas sensible, en el caso de una etapa de incubacion
previa antes de la etapa de lisis térmica real a una temperatura que esta alrededor de la 6ptima para una reaccién de
transcriptasa inversa. Por lo tanto, dicha muestra tiene un volumen inferior a 2 pl y entre la etapa b) y c¢) dicha
muestra se incuba a una temperatura entre 37 °C y 65 °C de 30 segundos a 5 min. probablemente, tal efecto positivo
se debe al pequefio volumen de muestra inferior a 2 ul, que da como resultado un secado inmediato y posterior
destruccion de las membranas de las pocas células clasificadas. Como consecuencia, el ADN celular puede quedar
disponible para la reaccion de transcripcion inversa.

El analisis del ADN amplificado se puede conseguir posteriormente normalmente por medio de Electroforesis en Gel.
Sin embargo, en una realizacién mas importante, la reacciéon de RT-PCR puede ser una reaccion de PCR en tiempo
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real, en la que la evolucion de la amplificacién se controla continuamente usando, por ejemplo cualquiera de los
siguientes formatos de deteccion:

- Formato de sonda de Hidrdlisis de TagMan:

Una Sonda de Hibridacién monacatenaria se marca con dos componentes. Cuando el primer componente se excita
con luz de una longitud de onda adecuada, la energia absorbida se transfiere al segundo componente, el
denominado inactivador, de acuerdo con el principio de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia.
Durante la etapa de hibridacién de la reaccién de PCR, la sonda de hibridacion se une al ADN diana y se degrada
mediante la actividad de exonucleasa en las posiciones 5’-3' de la Taq Polimerasa durante la fase de elongacion
posterior. Como resultado, el componente fluorescente excitado y el inactivador se separan espacialmente entre si y
por lo tanto se puede medir una emision de fluorescencia del primer componente. Ensayos de sonda de TagMan se
desvelan con detalle en la Patente de Estados Unidos N° 5.210.015, Patente de Estados Unidos N° 5.538.848, y en
la Patente de Estados Unidos N° 5.487.972. Sondas de hibridacion de TagMan y mezclas de compuestos se
desvelan en la Patente de Estados Unidos N° 5.804.375.

En una realizacion especifica, las sondas de hibridacién de Tagman son sondas de UPL de la Biblioteca Universal
de Sondas que esté disponible en Roche Applied Sciences (Cat. 2010/2011, p. 577).

- Balizas Moleculares:

Estas sondas de creacion también se marcan con un primer componente y con un inactivador, estando colocadas
las marcas preferentemente en ambos extremos de la sonda. Como resultado de la estructura secundaria de la
sonda, ambos componentes estan en vecindad espacial en solucién. Después de hibridacién a los acidos nucleicos
diana, ambos componentes se separan entre si de modo que después de la excitacién con luz de una longitud de
onda adecuada, se puede medir la emisién de fluorescencia del primer componente (Patente de Estados Unidos N°
5.118.801).

- Sondas de hibridacion de FRET:

El formato de ensayo de Sonda de Hibridacion de FRET es especialmente Util para todos los tipos de ensayos de
hibridacion homogénea (Matthews, J.A., y Kricka, L.J., Analytical Biochemistry 169 (1988) 1-25). Se caracteriza por
dos sondas de hibridacion monacatenarias que se usan simultdneamente y son complementarias a sitios adyacentes
de la misma hebra del &cido nucleico diana amplificado. Ambas sondas se marcan con diferentes componentes
fluorescentes. Cuando se excita con luz de una longitud de onda adecuada, un primer componente transfiere la
energia absorbida al segundo componente de acuerdo con el principio de transferencia de energia de resonancia de
fluorescencia de modo que se puede medir una emision de fluorescencia del segundo componente cuando ambas
sondas de hibridacion se unen a posiciones adyacentes de la molécula diana a detectar. Como alternativa al control
del aumento de fluorescencia en el componente aceptor de FRET, también es posible controlar la disminucion de
fluorescencia del componente dador de FRET como una medida cuantitativa del suceso de hibridaciéon.

En particular, el formato de Sonda de Hibridacién de FRET se puede usar en PCR en tiempo real, para detectar el
ADN diana amplificado. Entre todos los formatos de deteccidn conocidos en la técnica de PCR en tiempo real, el
formato de Sonda de Hibridacién de FRET ha demostrado que es altamente sensible, exacto y fiable (documento de
patente WO 97/46707; documento de patente WO 97/46712; documento de patente WO 97/46714). Como una
alternativa al uso de dos sondas de hibridacién de FRET, también es posible usar un cebador marcado con
fluorescencia y solamente una sonda de oligonucle6tido marcada (Bernard, P.S., et al., Analytical Biochemistry 255
(1998) 101-107). A este respecto, se puede elegir de forma arbitraria, si el cebador esta marcado con el compuesto
dador de FRET o aceptor de FRET.

- Formato de colorante de unién a ADN Bicatenario:

También esta dentro del alcance de la invencion, si se realiza PCR en tiempo real en presencia de un aditivo de
acuerdo con la invencién en caso de que el producto de amplificacion se detecte usando un resto de unién acido
nucleico bicatenario. Por ejemplo, el producto de amplificacién respectivo también se puede detectar de acuerdo con
la invencion mediante un colorante de unibn a ADN fluorescente que emite una sefial de fluorescencia
correspondiente después de la interaccion con el acido nucleico bicatenario después de excitacion con luz de una
longitud de onda adecuada. Los colorantes SybrGreenl y SybrGold (Molecular Probes) se usa frecuentemente en la
técnica. Otro colorante particularmente Util es el colorante de 480 Resolight LightCycler (N° de Cat.: 04 909 640 001
de Roche Applied Science).

PCR de inicio en caliente
La preparacion de la reaccion de PCR puede contener algunos compuestos que estan proporcionando un efecto de

inyeccion caliente, es decir la inhibicion de hibridacién de cebador inespecifico y posterior elongacion a temperatura
ambiente, que en ocasiones da como resultado productos de amplificacion inespecificos tales como formaciéon de
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dimero de cebador. Después del aumento de temperatura, esta inhibicion se consigue eliminar debido a la liberacién
del compuesto de inicio en caliente a partir de cualquier asociado de unién con la consecuencia de que la ADN
Polimerasa termoestable se va convirtiendo en térmicamente activa y se puede producir extension de cebador
catalizado por polimerasa especifica. En la técnica se conoce muchos ejemplos para tales compuestos. Un ejemplo
especifico se proporciona en la Patente de Estados Unidos N° 5.338.671, que desvela un anticuerpo de Polimerasa
como un compuesto de inicio en caliente. Ejemplos mas recientes para tales compuestos de inicio en caliente se
desvelan en el documento de patente EP 1 989 324 Ay en el documento de patente EP 2 163 556.

Dichos compuestos inici6é en caliente SE pueden afiadir a la muestra después de la lisis junto con la polimerasa y
cualquier otro compuesto de RT-PCR antes de la etapa d). Preferentemente, sin embargo, dichos compuestos de
inicio en caliente ya estan incluidos en el “tampoén de reaccion de RT-PCR en 1 etapa" que se estd afadiendo
durante la etapa b). Como consecuencia, la activaciéon térmica de la ADN polimerasa termoestable ya se puede
conseguir a través de la incubacion a al menos 90 °C durante la etapa c).

En una realizacién en particular, la ADN polimerasa se inactiva de forma reversible como resultado de una
modificacion quimica. De forma mas precisa, en la polimerasa se introducen grupos de bloqueo labiles en caliente
que hacen que la enzima sea inactiva a temperatura ambiente (Patente de Estados Unidos N° 5.773.258). Estos
grupos de bloqueo se retiran a temperatura elevada durante una etapa de pre-PCR de modo que la enzima se esta
llegando a activar. Por ejemplo, tal modificacién labil en caliente se puede obtener por acoplamiento de Anhidrido
Citracénico o Anhidrido Aconitrico a los restos de Lisina de la enzima (Patente de Estados Unidos N° 5.677.152).

En una realizacién preferente, la caracteristica de inicio en caliente se consigue usando Tth ADN Polimerasa en
combinacion con Aptameros. La Tth ADN Polimerasa es una enzima termoestable con actividad de transcriptasa
inversa dependiente de ARN y actividad de polimerasa dependiente de ADN, lo que permite la combinacion de
transcripcion inversa (RT) y PCR en una reaccion en un solo tubo.

Los aptameros son oligonucleétidos dedicados que se unen al centro activo de la polimerasa y evitan la union a
dianas de acido nucleico a temperaturas inferiores a la temperatura 6ptima de la reaccién de la enzima Tth. Por lo
tanto, no se produce elongacion del cebador durante la preparacion de la reaccion y la fase de calentamiento
posterior antes de la etapa de RT. A temperaturas mas elevadas, los Aptameros se liberan de la enzima, y se puede
iniciar la RT o polimerizaciéon de ADN. La temperatura de incubacion recomendada para RT con la Tth ADN
Polimerasa (+61 °C) puede superar la de las estructuras secundarias del ARN. Esto da como resultado una sintesis
de ADNCc altamente especifica y eficaz, que conduce a PCR altamente especifica y sensible.

El inicio en caliente con Aptameros es altamente eficaz y muy conveniente porque no requiere etapas de incubacion
adicional, etapas de pipeteo, o una prolongacion del tiempo de reaccién. El protocolo de inicio en caliente con
Aptameros no interfiere con otros procesos enzimaticos, la deteccion en linea de productos de amplificacién, o
etapas de manipulacion posteriores.

Placas de microtitulacion que comprenden una composicién seca de reactivos de PCR

Tal como se ha reservado anteriormente, se pueden usar placas de microtitulacion para realizar un método de
acuerdo con la presente invencién. Si éste es el caso, cada recipiente o pocillo de reaccion de la placa de
microtitulacion ya puede comprender en su superficie una composicién seca de reactivos que posteriormente son
necesarios para la PCR. La composicion seca de la mezcla maestra se resuelve por medio de la adicion del “tampon
de reaccion de RT-PCR en 1 etapa" en la etapa b). En el contexto de la presente invencién, la expresion
"composicidn seca" se usa para enfatizar que la cantidad disolvente, preferentemente de disolventes acuosos se
reduce a una cantidad inferior a un 5 % en peso.

Por ejemplo, tal composicion seca puede comprender o consistir solamente en al menos una pareja de cebadores de
amplificacion. En este caso, el “tampon de reaccion de RT-PCR en 1 etapa" no incluye ningin cebador de
amplificacion. Cada pocillo de una placa de microtitulacion puede comprender la misma pareja de cebadores de
amplificacion lo que permite de este modo un analisis en paralelo de multiples muestras, o, basicamente cada pocillo
puede comprender diferentes parejas de cebadores de amplificacion, lo que permite de este modo un analisis de
multiples pardmetros de una o solamente unas pocas muestras diferentes. Por supuesto, la disposicion de la placa
también se puede disefiar de acuerdo con una mezcla de los dos conceptos asi como para andlisis por duplicado,
triplicado o cuadruplicado. Los métodos para producir composiciones secas de &cidos nucleicos tales como
cebadores de amplificacion para PCR son bien conocidos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, métodos de
secado por congelacion, liofilizaciéon o secado al vacio. El documento de patente WO 2008/36544 describe el uso de
los denominados materiales de carga para proporcionar composiciones secas, y dichos materiales de carga son por
ejemplo hidratos de carbono tales como FICOLL™, sacarosa, glucosa, trehalosa, melecitosa, DEXTRAN™ o
manitol, proteinas tales como BSA, gelatina o colageno y polimeros tales como PEG o polivinil pirrolidona (PVP). Se
han desvelado la liofilizacion (Patente de Estados Unidos N° 5.593.824) o el secado al vacio (Patente de Estados
Unidos N° 5.565.318) para el secado de los materiales secos en una matriz polimérica de hidrato de carbono.
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Ademas, tales composiciones secas pueden comprender opcionalmente cualquiera de al menos una sonda de
hibridacion marcada o un compuesto fluorescente que se une a ADN bicatenario con el fin de permitir el control de
PCR en tiempo real. Ademas, dicha composicion seca puede comprender adicionalmente una ADN polimerasa
termoestable y/o dNTP. En este caso, el “tampon de reaccion de RT-PCR en 1 etapa” no incluye ningln reactivo que
forme parte de la composicion seca.

En la técnica también se desvelan varios métodos para producir composiciones secas que comprenden proteinas o
enzimas. La liofilizacion o secado por congelacion es una técnica bien establecida para el almacenamiento de
proteinas que se desvela muchos documentos de vanguardia (por ejemplo, Passot, S., et al., Pharmaceutical
Development and Technology 12 (2007) 543-553; Carpenter, J.F., et al., Pharmaceutical Research 14 (1997) 969-
975; Schwegman, J.J., et al., Pharmaceutical Development and Technology 10 (2005) 151-173). En patrticular, la
Patente de Estados Unidos N° 7.407.747 desvela que una Taq polimerasa se puede secar en una mezcla que
consiste en solucion de tampoén, nuclettidos, BSA y trehalosa. Ademas, la Patente de Estados Unidos N°
2010/0159529 desvela que la adicion de un aptdmero a la solucion liquida aumentaba la estabilidad de la Taq
polimerasa, en la que dicha estabilizacion era suficientemente buena no solamente para secar, sino también para
almacenar la mezcla seca.

Tal como lo entendera el experto en la materia, el método que se desvela incluye un nimero de variaciones. Por
ejemplo, si la composicién seca comprende solamente cebadores de amplificacion, se puede afiadir una mezcla
maestra para RT-PCR en 1 etapa que comprende la ADN Polimerasa termoestable, dNTP y los demas compuestos
de PCR necesarios para amplificacion como "tampon de reaccion de RT-PCR en 1 etapa” durante la etapa b.
Opcionalmente cualquiera del “tampdn de reaccion de RT-PCR en 1 etapa” o la mezcla maestra para RT-PCR en 1
etapa puede comprender ademas un medio para controlar la amplificacion en tiempo real tal como una sonda de
hibridacién marcada con fluorescencia, o, como alternativa un colorante de unién a ADN bicatenario fluorescente.

En otro ejemplo, la composicion seca puede comprender todos los compuestos necesarios para la amplificacion, es
decir al menos una pareja de cebadores de amplificacién, la ADN Polimerasa termoestable, dNTP y opcionalmente
al menos una sonda de hibridacion marcada con fluorescencia o colorante de union a ADN bicatenario fluorescente.
A continuacion, el “tampon de reaccion de RT-PCR en 1 etapa" de la etapa b) puede ser simplemente agua, o, si
fuera necesario puede comprender compuestos auxiliares adicionales tales como un sistema de taponamiento del
pH (por ejemplo, sal Tris), sal de Mg2+ y similares.

Kits

La presente divulgacion también proporciona un nuevo tipo de kits para realizar analisis de PCR en tiempo real. Los
kits comprenden un componente reactivo y un componente desechable, que en conjunto se pueden usar y se
adaptan de forma especifica para cualquiera de los métodos que se han desvelado anteriormente.

Por lo tanto, tal kit comprende una pluralidad de recipientes de reaccion disefiados para que se ajusten en un
instrumento termociclador, y un tampén de reaccion de RT-PCR en una etapa que comprende una ADN polimerasa
termoestable que comprende actividad de transcriptasa inversa y de ADN polimerasa dependiente de ADN o una
mezcla de polimerasas que en conjunto proporcionan ambas actividades, y dNTP. Por lo tanto, tal kit proporciona al
cientifico por primera vez una herramienta Util que contiene un conjunto completo de todos los reactivos y elementos
desechables necesarios para analisis de expresién genética.

Ejemplos importantes de enzimas adecuadas son la Tth ADN polimerasa (N° de Cat.: 11 480 022 001 de Roche
Applied Science) o el sistema de C. therm Polimerasa (N° de Cat.: 12 016 346 001 de Roche Applied Science). En
una realizacion altamente preferente, una caracteristica de inicio en caliente se pone en practica mediante el uso de
Tth ADN Polimerasa en combinacién con Aptameros. La Tth ADN polimerasa es una enzima termoestable con
actividad de transcriptasa inversa dependiente de ADN y actividad de polimerasa dependiente de ADN, lo que
permite la combinacion de transcripcién inversa (RT) y PCR en una reaccién en un solo tubo. Preferentemente,
dicha polimerasa termoestable dentro de dicho kit se puede activar de forma térmica por medio de incubacién
durante al menos 1 minuto a 90 °C.

Preferentemente, los recipientes de reaccidon estan conectados fisicamente entre si en forma de una placa de
microtitulacion. La placa de microtitulacion puede ser preferentemente una placa de microtitulacion de 96, 384, o
1536 pocillos. Como alternativa, dichos recipientes de reaccién estan conectados fisicamente entre si en forma de
una tira lineal de recipientes de reaccion.

En una realizacién, dicho kit comprende adicionalmente al menos una pareja de cebadores de amplificacién, y
opcionalmente cualquiera de al menos una sonda de hibridacion marcada o un compuesto fluorescente que se une a
ADN bicatenario. Estos reactivos se almacenan dentro de recipientes separados y se pueden afiadir al tampén de
reaccion de PCR antes del inicio del experimento.
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En una realizacion alternativa, dichos recipientes de reaccion dentro de dicho kit comprenden una composicién seca
de al menos una pareja de cebadores de amplificacién por PCR y opcionalmente cualquiera de al menos una sonda
de hibridacion marcada o un compuesto fluorescente que se une a ADN bicatenario.

Ejemplos

Ejemplo 1

gPCR para amplificacién del gen GAPDH y del gen RPLI13A a partir de células clasificadas de hibridoma de ratén

Un nimero definido de células de Hibridoma de Ratén se depositdé en pocillos separados de una placa de
microtitulacion de 96 pocillos usando un Clasificador Celular (Beckton Dickinson, FACS Aria I) de una manera tal que
el haz liquido siempre estaba orientado en el centro del pocillo. Debido la tecnologia subyacente del Clasificador
Celular, sin embargo, no se pudo excluir mas un porcentaje menor de las particulas clasificadas que no eran células
enteras intactas sino residuos celulares. Por lo tanto, en lo sucesivo, el nimero de material clasificado se denomina
equivalente celular.

Las células clasificadas tal como se desvela se distribuyeron en una placa de microtitulacion de 96 pocillos (N° de
Cat.: 04 729 692 001 de Roche Applied Science) disefiada para el instrumento de PCR en tiempo real LC480 (Roche
Applied Science N° de Cat.: 05 015 278 001) de acuerdo con el siguiente esquema de pipeteo:

1 equivalente celular/pocillo de la columnal-4

2 equivalentes celulares/pocillo en la columna 5-6
4 equivalentes celulares/pocillo en la columna 7-8
8 equivalentes celulares/pocillo en la columna 9
16 equivalentes celulares/pocillo en la columna 10
32 equivalentes celulares/pocillo en la columna 11
64 equivalentes celulares/pocillo en la columna 12

A cada pocillo, se afiadié una mezcla maestra que contenia

Cebador directo agcttgtcatcaacgggaag 0,4 pM (SEC ID Ne: 1)
Cebador inverso tttgatgttagtggggtctcg 0,4 uM (SEC ID N°: 2)

Sonda de UPL 0,2 uM (N° de Cat.: 04 685 075 001 de Roche Applied Science, N° 9)
Mezcla Maestra para Sonda LC480 1x (N° de Cat.: 04 902 343 001 de Roche Applied Science)

El cebador directo e inverso se disefiaron para amplificar el gen GAPDH de ratén, que se sabe que esta presente en
el genoma de raton con nimeros de copias elevados.

En una placa separada, se afiadio la misma mezcla maestra, pero cebadores y sonda se disefiaron para amplificar el
gen RPLI13A, que esta presente solamente en 12 copias del genoma del ratén. Cebadores y sonda eran como sigue
a continuacion:

Cebador directo catgaggtcgggtggaagta 0,4 uM (SEC ID Ne: 3)
Cebador inverso gcctgtttccgtaacctcaa 0,4 uM (SEC ID N°: 4)
Sonda de UPL 0,2 pM (de Roche Applied Science N° de Cat.: 04 686 993 001, N° 25)

La Mezcla Maestra para Sonda de LightCycler comprender la ADN polimerasa FastStart termoestable, que es una
enzima de inicio en caliente que esta modificada quimicamente. La activacion se induce por medio de retirada de
dicha modificacion a través de incubacion a temperatura elevada.

Se realizd6 qPCR en un instrumento LC480 para PCR en tiempo real de acuerdo con el siguiente protocolo de
termociclado:

Incubacion previa 1x 95 °C 10
Desnaturalizacion 45x 95°C 10"
Hibridacion 45x 60 °C 30"
Elongacion 45x 72°C 1"
Tasas de aumento de enfriamiento 2,2 °Cls

Tasas de aumento de calentamiento 4,4 °C/s
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La deteccion de las sefiales de amplificacion y el calculo de los valores de cp (valores de cp bajos que indican un
nivel elevado de amplificacién) se realizé de acuerdo con las instrucciones de los manuales del Fabricante.

La siguiente tabla desvela los valores medios de cp obtenidos para los diferentes numeros de células analizados:

Namero de células | Valor Medio de cp
GAPDH RPLI13A

1 33,00 36,10
2 31,40 34,00
4 31,28 33,92
8 29,38 33,35
16 29,02 31,67
32 28,46 31,37
64 28,29 30,99

Tal como se puede observar a partir de la tabla, las sefiales que se originan a partir del gen GAPDH de raton de
namero de copias elevadas asi como del gen de RPLI13A, que esta presente en 12 copias en el genoma de ratén,
se pueden detectar incluso si solamente se usa 1 celular como material de partida.

Ademas, se puede observar que los valores de cp se correlacionan de forma inversa con el numero de células/por

pocillo. Por lo tanto, se puede concluir evidentemente que la adicién del tampdn de reaccion de PCR vy la incubacion
posterior durante 10’ a 95 °C era evidentemente suficiente para lisar las células de una manera cuantitativa.

Ejemplo 2
gPCR a la amplificaciéon del gen Kcnj2 a partir de células clasificadas de hibridoma de ratén
El experimento se realizé basicamente tal como se desvela para el ejemplo 1 con la diferencia de que cebadores y
sonda se disefiaron para amplificar la Unica copia del gen Kcnj2 de ratén. Cebadores y sonda eran como sigue a
continuacion:

Cebador directo ctgtcttgccttcgtgetct (SEC ID NO: 5)

Cebador inverso agcagggctatcaaccaaaa (SEC ID N°: 6)

Sonda de UPL (N° de Cat.: 04 688 996 001 de Roche Applied Science, N° 76)

La tabla desvela los valores medios de cp obtenidos para los diferentes nimeros de células analizados:

Numero de células |Valor medio de cp
1 38,31
2 36,64
4 36,26
8 36,10
16 33,93
32 32,88
64 34,03

Tal como se puede observar a partir de la tabla, se pueden obtener sefiales de amplificacion que se originan a partir
del gen Kcnj2 de raton de un solo nimero de copias, incluso si se usa solamente una célula como material de
partida. En otras palabras, la presente invencién proporciona una solucion para amplificacién de genes de una sola
copia a partir de muestras de una sola célula.

Ademas, se puede observar que el valor de cp aumenta, si la muestra se origina a partir de un nimero de células

mas elevado tal como 64 células. Esto se puede explicar con el hecho de que debido a la lisis dentro del tampén de
reaccion de PCR a 95 °C, la concentracion de residuo celular dentro del volumen de reaccién dado aumenta y por lo
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tanto puede inhibir la eficacia de la amplificacién de la reaccién de PCR. Se puede concluir que la presente invencion
es especialmente aplicable para PCR en muestras que se originan a partir de nimeros de células mas bajos.

Ademas, la siguiente tabla desvela los valores de cp obtenidos a partir de muestras individuales de una sola célula:

40,00 (36,96 |36,71 (3592 |- 40,00 |- -
37,71 |40,00 |- 40,00 (39,56 |37,19 [37,22 |38,50

Tal como se puede deducir a partir de la tabla, no se obtuvieron sefiales de amplificacion en aproximadamente 4 de
16 reacciones en paralelo. Teniendo en cuenta los resultados del ejemplo 2, que demuestra que no cada resultado
de suceso de clasificacion individual en la separacion y administracion reales de una sola célula en un recipiente de
reaccion, este resultado se puede explicar. En otras palabras, el hecho de que en algunos casos no se observe
sefial de amplificacion se debe al hecho de que los pasillos individuales no contenian una célula, pero no se debe al
hecho de que el procedimiento de lisis y amplificacién en si mismos tenga una determinada tasa de fallo.

Ejemplo 3

gPCR para amplificacion del gen Kcnj2 a partir de células clasificadas de hibridoma de ratdon usando placas de
microtitulacion que contienen reactivos secos

El experimento se realizé basicamente tal como se desvela para el ejemplo 2 con los siguientes cambios:

se cargaron 10 ul de una solucion que contenia los cebadores y sonda necesarios en cada tufillo de una placa de
microtitulacion. La placa de microtitulacion se incub6 durante 12 h a 25 °C y 20 kPa, y posteriormente durante 4 h
a 25 °C y 5 kPa, de modo que los cebadores y sondas se secaron en la superficie de cada pocillo de reaccion de
la placa de microtitulacion.

Posteriormente, la deposicion de células se realizé como sigue a continuacion:

1 equivalente celular/pocillo de la columna 1-6

2 equivalentes celulares/pocillo en la columna 7

4 equivalentes celulares/pocillo en la columna 8

8 equivalentes celulares/pocillo en la columna 9
16 equivalentes celulares/pocillo en la columna 10
32 equivalentes celulares/pocillo en la columna 11
64 equivalentes celulares/pocillo en la columna 12

Después de la adicion de 20 pul de mezcla maestra, se realizo el analisis de PCR en tiempo real. La tabla desvela los
valores medios de cp obtenidos para los diferentes nimeros de células analizados:

Numero de células |Valor medio de cp
1 38,14
2 37,45
4 36,22
8 35,14
16 34,89
32 33,76
64 33,27

También es importante indicar que a partir de los 48 pocillos usados para analisis de una sola célula, solamente 10
reacciones de amplificacion fueron negativas. Estas reacciones no se incluyeron en el célculo del valor medio de cp.

Ejemplo 4

gPCR para amplificacion del gen Kcnj2 a partir de células individuales de hibridoma de ratén usando placas de
microtitulacion que contienen reactivos secos

Con el fin de analizar qué porcentaje de equivalente celular corresponde realmente a una célula viva en lugar de
residuo celular, se depositaron 3 x 30 equivalentes clasificados cada uno en un portaobjetos de microscopio y se
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hizo recuento. Se pudieron identificar 28, 28 y 29 células, respectivamente por inspeccion visual a través de un
microscopio. Esto corresponde con un 94 % de células vivas frente a un 6 % de residuo celular por el equivalente
celular (suceso de clasificacion).

En lo sucesivo, el experimento se realizé basicamente en dos placas de microtitulacion tal como se desvela para el
ejemplo 3 con la diferencia de que en ambas placas de microtitulacion, cada pocillo de reaccién solamente contenia
un solo equivalente celular. Los resultados fueron los que siguen a continuacion:

Placa |Numero de pocillos sin Porcentaje de pocillos con | Valor medio de cp de pocillos |Valor de

N° amplificacion detectable | amplificaciéon detectable | con amplificacion detectable desviacion
estandar de cp

1 16/96 84 % 38,85 1,14

2 5/96 95 % 38,31 1,01

Los resultados muestran que es posible realizar andlisis de una sola célula de acuerdo con el método de PCR tal
como se proporciona en la presente invencion. Ademas, también si se pretende el analisis de una sola célula, los
cebadores y sonda se secan en la superficie de la placa de microtitulacion.

Ejemplo 5
RT-PCR en 1 etapa para deteccién de la expresién de ActB, y B2M y 1

Las células se clasificaron y se colocaron en una placa de microtitulacion tal como se desvela en el ejemplo 1, dando
como resultado un volumen de muestra inferior a 2 pl.

A cada pocillo, se afiadié una sonda de Hidrélisis Maestra de ARN LC480 1x (N° de Cat.: 04 991 885 001 de Roche
Applied Science, que contiene T.th polimerasa y un aptamero de inicio en caliente).

La mezcla maestra contenia ademas los siguientes cebadores y sondas:

Fila 1-2: RT-PCR en 1 etapa de ActB
Cebador directo AAGGCCAACCGTGAAAAGAT 0,4 uM (SEC ID Ne°: 7)
Cebador inverso GTGGTACGACCAGAGGCATAC 0,4 uM (SEC ID Ne°: 8)
Sonda de UPL 0,2 uM (N° de Cat.: 56 de Roche Applied Science)

Fila 3-4: RT-PCR en 1 etapa de B2M
Cebador directo TACGCCTGCAGAGTTAAGCA 0,4 uM (SEC ID N°: 9)
Cebador inverso GGTTCAAATGAATCTTCAGAGCA 0,4 pM (SEC ID N°: 10)
Sonda de UPL 0,2 uM (N° de Cat.: 117 de Roche Applied Science)

Fila 5-6: RT-PCR en 1 etapa de ARN de 18s
Cebador directo GCCGCTAGAGGTGAAATTCTT 0,4 uM (SEC ID N°: 11)
Cebador inverso CGTCTTCGAACCTCCGACT 0,4 uM (SEC ID N°: 12)
Sonda de UPL 0,2 uM (N° de Cat.: 93 de Roche Applied Science)

En una primera placa, se realiz6 RT-PCR en 1 etapa en un instrumento de PCR en tiempo real LC480 de acuerdo
con el siguiente protocolo de termociclado:

Incubacion previa 1x 95°C 30"
Desnaturalizacion 45x 95°C 10"
Hibridacion 45x 60 °C 30"
Elongacion 45x 72°C 1"
Tasas de aumento de enfriamiento 2,2 °Cls
Tasas de aumento de calentamiento 4,4 °C/s

13
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En una segunda placa, se realizé RT-PCR en 1 etapa en un instrumento de PCR en tiempo real LC480 de acuerdo
con un protocolo de termociclado que incluye una etapa de incubacién previa adicional a 61 °C.

Incubacién previa 1x 61°C 3
Incubacion previa 1x 95°C 30"
Desnaturalizacion 45x 95°C 10"
Hibridacién 45x 60 °C 30"
Elongacion 45x 72°C 1"
Tasas de aumento de enfriamiento 2,2°Cls

Tasas de aumento de calentamiento 4,4 °C/s

La deteccién de las sefiales de amplificacion y célculo de los valores de cp (valores de cp bajos que indican un nivel
elevado de amplificacion) se realiz6 de acuerdo con las instrucciones de los manuales del Fabricante.

Con el fin de demostrar que los valores de cp medidos reflejan realmente la deteccién de la expresion del ARNm en
lugar de la del ADN, el tamafio correcto de los amplicones se confirmé posteriormente mediante electroforesis en
gel. La siguiente tabla desvela los valores medios de cp obtenidos para los diferentes nimeros de células
analizados.

Sin incubacion previa a 61 °C Con incubacion previa a 61 °C
Diana/ NUumero de células Cp Medio Cp STD Cp Medio Cp STD
Actb/1 32,06 0,60 30,55 0,35
Actb/2 31,60 1,12 29,12 0,50
Actb/4 31,15 0,71 28,71 0,47
Actb/8 29,92 0,11 27,78 0,07
Actb/16 29,13 0,30 27,05 0,39
Actb/32 28,24 0,22 25,98 0,23
Actb/64 26,47 0,13 24,11 0,01
B2Mm/1 36,04 0,38 31,64 0,00
B2M/2 36,13 0,43 30,99 0,06
B2Mm/4 35,54 0,24 30,88 0,22
B2Mm/8 34,64 0,48 30,69 0,25
B2M/16 34,52 0,01 30,21 0,13
B2M/32 34,19 0,13 30,15 0,08
B2M/64 34,59 0,07 30,13 0,10
18s/1 27,90 0,55 24,43 1,36
18s/2 27,27 0,32 23,59 0,74
18s/4 26,81 0,44 22,43 0,57
18s/8 25,74 0,19 22,49 0,21
18s/16 25,21 0,49 21,62 0,16
18s/32 24,66 0,18 20,78 0,25
18s/64 23,44 0,06 19,38 0,03

Tal como se puede observar a partir de la tabla, la expresion de los genes sometidos a ensayos se puede detectar
en materia que se origina a partir de solamente una célula como un material de partida. Se puede observar que los
valores de cp se correlacionan de forma inversa con el numero de células/por pocillo. La etapa de transcripcion
inversa se produce durante las etapas iniciales de aumento, hibridacién y elongacion del protocolo de termociclado.
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Tal como se puede deducir adicionalmente a partir de la tabla, de forma sorprendente la deteccién de la expresion
es incluso mas sensible, en el caso de una etapa de incubacién previa durante 3 minutos a 61 °C antes de la lisis
real a 95 °C. Probablemente tal efecto positivo se debe al pequefio volumen de muestra inferior a 2 ul, que da como
resultado un secado inmediato y destruccion de las pocas células clasificadas, de modo que el ARN celular queda
disponible para la reaccion de transcripcion inversa.

Ejemplo 6

Comparacion entre PCR y RT-PCR en 1 etapa de ADN en la diana 18s

Las células se clasificaron y se colocaron en una placa de microtitulacién tal como se esperan en ejemplo 1 de
acuerdo con el siguiente esquema de pipeteo:

Para 3 lacas idénticas N° 1-3, se afadieron sondas de Hidrdlisis Maestra de ARN LC480 1x (N° de
Cat. 04 991 885 001 de Roche Applied Science, que contenian T.th polimerasa y un aptamero de inicio en caliente)
con el fin de amplificar un ARN con una reaccion de RT PCR en una etapa. Se disefiaron cebadores de una manera
tal que durante esta reaccion, tanto el ARN como su fragmento de ADN gendmico correspondiente se podian
amplificar. Para una cuarta placa N° 4, se usé una mezcla maestra para sondas de ADN lista en Tiempo Real (d N°
de Cat.: 05 502 381 001le Roche Applied Science) que comprendia una ADN Polimerasa dependientes de ADN
termoestable sin ninguna actividad de transcriptasa inversa.

Ademas las 4 preparaciones contenian los siguientes cebadores y son mas adecuados para amplificacion de ARN y
ADN de 18s

Cebador directo GCCGCTAGAGGTGAAATTCTT 0,4 uM (SEC ID N°: 11)
Cebador inverso CGTCTTCGAACCTCCGACT 0,4 uM (SEC ID N°: 12)
Sonda de UPL 0,2 uM (N° de Cat.: 93 de Roche Applied Science)

Para la Placa 1, se realiz6 RT-PCR en 1 etapa con una etapa de incubacion previa a 61 °C en un instrumento de
PCR en tiempo real LC480 de acuerdo con el siguiente protocolo de termociclado:

Incubacion previa 1x 95 °C r
Incubacion previa: 1x 61°C 3
Incubacion previa 1x 95 °C 30"
Desnaturalizacion 45x 95°C 10"
Hibridacion 45x 60 °C 30"
Elongacion 45x 72°C 1"
Tasas de aumento de enfriamiento 2,2 °Cls

Tasas de aumento de calentamiento 4,4 °C/s

Para la placa 2 y 3, se realiz6 RT-PCR sin ninguna ovacion previa a 61 °C:

Incubacion previa 1x 95°C 30" (placa 2) o 2’ (placa 3)
Desnaturalizacion 45x 95°C 10"

Hibridacion 45x 60 °C 30"

Elongacion 45x 72°C 1"

Tasas de aumento de enfriamiento 2,2 °Cls

Tasas de aumento de calentamiento 4,4 °C/s

Para la placa 4 se us6 en el mismo protocolo que para la placa 3 con el fin de realizar una PCR sin ninguna actividad
de transcripcion inversa.

La deteccidn de las sefiales de amplificacién y calculo de los valores de cp (valores de cp bajos que indican un nivel
elevado de amplificacion) se realiz6 de acuerdo con las instrucciones de los manuales del Fabricante.

Con el fin de demostrar que los valores de cp medidos reflejan realmente la deteccién de la expresion del ARNm en
lugar de la del ADN, el tamafio correcto de los amplicones se confirmé posteriormente mediante electroforesis en
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gel. La siguiente tabla desvela los valores medios de cp obtenidos para los diferentes niumeros de células
analizados.

PCR previa RT Con 2’ de incubacién previa
cNéTu(Ij:s Mggio SC':I'pD Cp Medio Cp STD Cp Medio Cp STD Cp Medio S(;I'pD
1 2524 | 1,11 27,90 0,55 29,13 0,70 34,18 0,68
2 23,97 | 0,54 27,27 0,32 28,48 0,47 32,99 0,41
4 23,74 | 0,86 26,81 0,44 27,67 0,17 31,98 0,38
8 22,48 | 0,14 25,74 0,19 26,95 0,21 30,93 0,23
16 21,82 | 0,14 25,21 0,49 25,63 0,15 29,05 0,36
32 19,92 | 0,12 24,66 0,18 25,18 0,26 28,16 0,04
64 18,89 | 0,01 23,44 0,06 23,87 0,05 27,60 0,33

Tal como se puede observar a partir de la tabla, los resultados a partir de la RT-PCR proporcionan valores de cp
mas bajos en comparacion con los resultados de las reacciones de PCR correspondientes. Esto es indicativo de una
concentracion de partida mas elevada de acido nucleico diana, que de acuerdo con las condiciones como resultados
elegidos para amplificacién tanto del ARN respectivo como de su secuencia genética correspondiente dentro de la
preparacion para RT-PCR.

Cuando se comparan los resultados de RT-PCR con 3 minutos a 61 °C y sin incubacion previa a 61 °C, es evidente
gue no es necesaria una incubacion previa pero da como resultado un aumento de la sensibilidad de la deteccion del
ARN. Tal como se desvelan el ejemplo 5 el dltimo efecto observado se puede deber para muestra de volumen
pequefia inferior a 2 ul, que da como resultado un secado inmediato y destruccion de las pocas células clasificadas,
de modo que el ARN celular queda disponible para la reaccion de transcripcion inversa.
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REIVINDICACIONES
1. Método para amplificacion de un acido nucleico diana de ARN, que comprende las etapas de

a) transferir una muestra de liquido con un primer volumen inferior a 2 pl que comprende una o mas células
eucariotas vivas en un recipiente,

b) afiadir a dicho recipiente un tampoén de reaccion de RT-PCR en una etapa que comprende una ADN
polimerasa termoestable capaz de realizar una RT-PCR en una etapa, y dNTP, con un segundo volumen,
mientras que dicho segundo volumen es al menos 2x tan grande como dicho primer volumen,

b’) incubar dicha muestra a una temperatura entre 37 °C y 65 °C de 30 segundos a 5 min.

c¢) calentar dicho recipiente durante al menos 20 segundos a al menos 90 °C,

d) amplificar dicha diana en dicho recipiente por medio de una reaccion en cadena de la polimerasa con una
ADN polimerasa termoestable capaz de realizar una RT-PCR en una etapa sin realizacion de una etapa de
purificacion intermedia,

en el que la relacion del nimero de dichas células vivas de la etapa a) frente al volumen de liquido en el que la
reaccion en cadena de la polimerasa de la etapa d) no es superior a 2 células/pl, dichas relacion es de al menos
1 célula/25 .

2. Método de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que dicho tampon de reaccién de RT-PCR de la
etapa b) comprende ademas al menos una pareja de cebadores de amplificacion y opcionalmente cualquiera de al
menos una sonda de hibridacion marcada o un compuesto fluorescente que se une a ADN bicatenario.

3. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que dicho recipiente comprende una composicion
seca de al menos una pareja de cebadores de amplificacion por PCR y opcionalmente cualquiera de al menos una
sonda de hibridacion marcada o un compuesto fluorescente que se une a ADN bicatenario.

4. Método de acuerdo con las reivindicaciones 1-2, caracterizado por que la actividad de dicha ADN polimerasa
termoestable se activa térmicamente durante la etapa c).

5. Método de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, en el que dicha polimerasa es la Tth Polimerasa.

6. Método de acuerdo con las reivindicaciones 1-5, caracterizado por que antes de la etapa a) dicho liquido que
comprende al menos una 0 mas células vivas se ha obtenido con un método de clasificacion de células.
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