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DESCRIPCION
Andlisis de acido nucleico
Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con los campos generales del andlisis de acido nucleico en sujetos humanos u
otros sujetos animales, particularmente la adquisicion y analisis de acidos nucleicos de alta calidad a partir de una
muestra biolégica, y en patrticular, de microvesiculas.

Antecedentes

Las microvesiculas pequefias desprendidas por células se conocen como “exosomas” (Thery et al., 2002). Se
reporta que los exosomas tienen un diametro de aproximadamente 30-100 nm y se desprenden de muchos tipos
de células diferentes, bajo condiciones normales y patolégicas (Thery et al., 2002). Los exosomas se forman
clasicamente de la invaginacién hacia adentro y pinzamiento de la Gltima membrana endosémica. Esto da como
resultado la formacién de un cuerpo multivesicular (MVB) cargado con vesiculas bicapa lipidas pequefas (~40-100
nm de diametro), cada una de las cuales contiene una muestra de citoplasma de la célula progenitora (Stoorvogel
et al., 2002). La fusion del MVB con la membrana celular resulta en la liberacion de estos exosomas de la célula, y
Su suministro en la sangre, orina u otros fluidos corporales.

Otra categoria de vesiculas derivadas de células se conoce como “desprendimiento de microvesiculas” (Cocucci et
al., 2009). Estas microvesiculas, formadas por gemacion directa de la membrana plasmatica de la célula, son mas
heterogéneas en tamafio que los exosomas, y exosomas similares, también contienen una muestra del citoplasma
de la célula progenitora. Los exosomas y microvesiculas desprendidos se coaislan utilizando técnicas de
aislamiento por ultracentrifugacién y ultrafiltracion, y por lo tanto, se denominaran colectivamente aqui como
microvesiculas.

Estudios recientes revelan que los acidos nucleicos dentro de microvesiculas tienen una funcién como
biomarcadores. Por ejemplo, Skog et. al. describen, entre otras cosas, el uso de acidos nucleicos extraidos de
microvesiculas en suero de pacientes GBM para diagnéstico médico, pronéstico y evaluacion de terapia (Skog et
al., 2008). Se considera que el uso de acidos nucleicos extraidos de microvesiculas evitan potencialmente la
necesidad de biopsias, destacando el enorme potencial diagnéstico de la biologia de microvesiculas (Skog et al.,
2008). Se pueden utilizar exosomas de orina para aislar biomarcadores para cancer de prostata (Milson et al,
2005, 100, 1603-1607).

En investigacién y desarrollo, asi como en aplicaciones comerciales de biomarcadores de acidos nucleicos, es
deseable extraer acidos nucleicos de alta calidad de las muestras biolégicas de una manera consistente y
confiable. Se describen aqui composiciones de extracciones de acido nucleico de alta calidad de microvesiculas y
otras muestras biolégicas, métodos de fabricacion de dichas extracciones, y métodos de uso de estos acidos
nucleicos de alta calidad en diversas aplicaciones.

Breve resumen de la invencion

En un aspecto, la invencién es un método para obtener y analizar ARN a partir de una muestra de orina, que
comprende las etapas de:

(a) obtener una muestra de orina y procesar previamente la muestra de orina mediante filtracién a través de
un filtro de 0.8 pm;

(b) obtener una fraccion de microvesicula de la muestra de orina procesada previamente mediante
ultracentrifugacion o concentracioén por filtracion;

(c) lavar la fraccion de microvesicula;
(d) extraer ARN de la fraccién de microvesicula;
(e) medir la calidad del ARN de la fraccion de microvesicula al determinar la cantidad de rARN 18S y 28S en

la extraccion con el propésito de evaluar la calidad de la extraccion de ARN, donde la deteccion de rARN 18S y
28S en la extraccion de ARN indica que la extraccion de ARN tiene alto rendimiento y/o alta integridad; y

® analizar uno o mas ARN a partir de la extraccion de ARN de la etapa e) que se ha evaluado como alto
rendimiento y/o alta integridad.

También se describe una extraccion de acido nucleico novedosa de una o mas microvesiculas aisladas de una
muestra biologica eucariota, en donde rARN 18S y rARN 28S son detectables en la extraccion. Preferiblemente, la
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relacion cuantitativa de rARN 18S con rARN 28S detectable en extracciones novedosas esta dentro del rango de
aproximadamente 1. 1 a aproximadamente 1:2; y es preferiblemente aproximadamente 1:2. Las muestras
biolégicas de las cuales se puede obtener la extraccién novedosa incluyen, entre otras cosas, cualquier fluido
corporal, preferiblemente orina, suero o plasma, y preferiblemente, son de un mamifero, particularmente un
humano. Para las muestras de fluido corporal con una concentracién de proteina de menos de 10 mg/ml, tal como
orina, la extraccién de acido nucleico novedosa puede comprender adicionalmente una extraccion de acido
nucleico que tiene unas cifras de integridad de ARN (en todos los casos, como se obtiene en un Agilent
BioAnalyzer o un equivalente del mismo) de mas de o igual a 5 y/o puede comprender adicionalmente un
rendimiento de acido nucleico de 20 ml de muestra bioldégica de mas de o igual a 50 pg/ml. De forma similar, para
las muestras de fluido corporal con una concentraciéon de proteina de mas de 10 mg/ml, tal como suero o plasma,
la extraccion de acido nucleico novedosa puede comprender adicionalmente unas cifras de integridad de ARN de
mas de o igual a 3 y/o puede comprender adicionalmente un rendimiento de acido nucleico de 1 ml de muestra
biologica que es mayor que o igual a 50 pg/ml.

Adicionalmente se describe un perfil novedoso de acido nucleico de una o mas microvesiculas aisladas de una
muestra biolégica eucariota, en donde rARN 18S y rARN 28S son detectables en el perfil. Preferiblemente, la
relacién cuantitativa de rARN 18S con rARN 28S detectable en el perfil novedoso esta dentro del rango de
aproximadamente 1. 1 a aproximadamente 1:2; y es preferiblemente aproximadamente 1:2. Las muestras
bioldgicas de las cuales se puede obtener el perfil novedoso incluyen, entre otras cosas, cualquier fluido corporal,
preferiblemente orina, suero o plasma, y preferiblemente, es de un mamifero, particularmente un humano. Para las
muestras de fluido corporal con una concentracion de proteina de menos de 10 mg/ml, tal como orina, el perfil
novedoso puede comprender adicionalmente unas cifras de integridad de ARN de mas de o igual a 5 y/o puede
comprender adicionalmente un rendimiento de acido nucleico de 20 ml de muestra biolégica de mas de o igual a
50 pg/ml. De forma similar, para las muestras de fluido corporal con una concentracion de proteina de méas de 10
mg/ml, tal como suero o plasma, el perfil novedoso puede comprender adicionalmente unas cifras de integridad de
ARN de mas de o igual a 3 y/o puede comprender adicionalmente un rendimiento de &cido nucleico de 1 ml de
muestra biol6gica que es mayor que o igual a 50 pg/ml.

También se describe un método para evaluar la calidad de una extracciéon de acido nucleico de microvesiculas
aisladas de una muestra bioldgica eucariota, que comprende las etapas de: (a) extraer ARN de microvesiculas; y
(b) medir la calidad del ARN al determinar la cantidad de rARN 18S y 28S en la extraccion. Preferiblemente, la
relaciéon cuantitativa de rARN 18S con rARN 28S determinada en el método novedoso esta dentro del rango de
aproximadamente 1: 1 a aproximadamente 1:2; y es preferiblemente aproximadamente 1:2. Las muestras
biologicas en las que se puede realizar el método novedoso incluyen, entre otras cosas, cualquier fluido corporal,
preferiblemente orina, suero o plasma, y preferiblemente, es de un mamifero, particularmente un humano. Para las
muestras de fluido corporal con una concentracion de proteina de menos de 10 mg/ml, tal como orina, el método
novedoso puede resultar adicionalmente en la extraccion de acido nucleico que tiene unas cifras de integridad de
ARN de mas de o igual a 5 y/o puede resultar adicionalmente en un rendimiento de acido nucleico de 20 ml de
muestra biolégica de mas de o igual a 50 pg/ml. De forma similar, para las muestras de fluido corporal con una
concentracion de proteina de mas de 10 mg/ml, tal como suero o plasma, el método novedoso puede resultar
adicionalmente en la extraccién de acido nucleico que tiene unas cifras de integridad de mas de o igual a 3 y/o
puede resultar adicionalmente en un rendimiento de acido nucleico de 1 ml de muestra bioloégica que es mayor que
o igual a 50 pg/ml.

Se describe adicionalmente un método para obtener acido nucleico a partir de una muestra biol6gica, que
comprende las etapas de: (a) obtener una muestra bioldgica; (b) realizar una operacion potenciacion de extracciéon
en la muestra bioldgica; y (c) extraer acido nucleico de la muestra biolégica. La operacion potenciacion de
extraccion estd comprendida de: (a) la adicion de uno o mas agentes potenciadores a la muestra biolégica; o (b) la
realizacién de una o mas etapas de potenciacion antes de extraccion de acido nucleico; o (c) una combinacién de
agentes potenciadores y etapas de potenciacion. Los agentes potenciadores pueden incluir: (i) inhibidor de RNasa;
(ii) proteasa; (iii) agente de reduccion; (iv) sustrato sefiuelo, tal como ARN sintético; (v) receptor soluble; (vi) ARN
de interferencia pequefio; (vii) molécula de union a ARN, tal como anticuerpo anti-ARN, proteina chaperona, o un
proteina FNasa inhibidora; (ix) sustancia de desnaturalizacion de RNasa, tal como solucién de alta osmolaridad o
detergente. Las etapas de potenciacion de extraccion pueden incluir: (x) lavado; (xi) RNasa de separacion de
tamarfo de la muestra; (xii) efectuar desnaturalizacién de RNasa a través de un cambio fisico, tal como al reducir la
temperatura, o ejecutar un ciclo de congelado/descongelado. EI método novedoso se puede realizar en una
muestra biologica que incluye, entre otras cosas, cualquier fluido corporal, preferiblemente orina, suero o plasma, y
preferiblemente, es de un mamifero, particularmente un humano. Se puede obtener un derivado de la muestra
biologica y se sujeta a operacién potenciacion de extraccion antes de extraer acido nucleico. Preferiblemente, el
derivado es una fraccion de microvesicula de la muestra biolégica. La fraccion de microvesicula se puede obtener
mediante una técnica de concentracion por filtracion, sin embargo también se pueden utilizar otras técnicas de
aislamiento. El derivado se puede tratar con una ribonucleasa, desoxirribonucleasa, o una combinacién de las
mismas, antes de la realizacion de la operacion de extraccion mejorada. La operacién potenciacion de extraccion
puede incluir la adicion de un inhibidor RNasa a la muestra bioldgica, o al derivado, antes de extraer acido
nucleico; preferiblemente el inhibidor RNasa tiene una concentracion de méas de 0.027 AU (1X) para una muestra
igual a o mayor de 1 pl; alternativamente, mayor que o igual a 0.135 AU (5X) para una muestra igual a o0 mayor de
1 pl; alternativamente, mayor que o igual a 0.27 AU (10X) para una muestra igual a o mayor de 1 pl;
alternativamente, mayor que o igual a 0.675 AU (25X) para una muestra igual a o mayor de 1 pl; y
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alternativamente, mayor que o igual a 1.35 AU (50X) para una muestra igual a o mayor de 1 pl, en donde la
concentracion de proteasa 1X se refiere a una condicién enzimatica en donde 0.027 AU o0 mas proteasa se utiliza
para tratar microvesiculas aisladas de 1 pl o mas fluido corporal; la concentracion de proteasa 5X se refiere a una
condicién enzimatica en donde 0.135 AU o més de proteasa se utiliza para tratar microvesiculas aisladas de 1 pl o
mas de fluido corporal; la concentracion de proteasa 10X se refiere a una condicién enzimatica en donde 0.27 AU
0 mas proteasa se utiliza para tratar microvesiculas aisladas de 1 yl o mas de fluido corporal; la concentracion de
proteasa 25X se refiere a una condicion enzimatica en donde 0.675 AU o mas proteasa se utiliza para tratar
microvesiculas aisladas de 1 yl o mas de fluido corporal; la concentracion de proteasa 50X se refiere a una
condicion enzimatica en donde 1.35 AU 0 mas proteasa se utiliza para tratar microvesiculas aisladas de 1 pl o mas
de fluido corporal. Preferiblemente, el inhibidor RNasa es una proteasa.

También se describe un equipo novedoso para obtener acidos nucleicos a partir de microvesiculas, comprendidas
en uno o mas recipientes: (a) un agente de mejora de extraccion de acido nucleico; (b) DNasa, RNasa, o0 ambos; y
(c) un regulador de lisis. El equipo novedoso puede comprender adicionalmente instrucciones para utilizar el
equipo. El agente de mejora de extraccién de acido nucleico puede incluir: (a) inhibidor de RNasa; (b) proteasa; (c)
agente de reduccion; (d) sustrato sefiuelo; (e) receptor soluble; (f) ARN de interferencia pequefio; (g) molécula de
unién a ARN; (h) sustancia de desnaturalizacion de RNasa; o (i) cualquier combinaciéon de cualquiera de los
anteriores agentes como una mezcla o individualmente.

Adicionalmente se describe un método novedoso para analizar ARN de microvesiculas, que comprende las etapas
de: (a) obtener una muestra de microvesiculas; (b) tratar la muestra con DNasa para eliminar todo o
sustancialmente todo el ADN ubicado afuera de o sobre la superficie de las microvesiculas en la muestra; (c)
extraer ARN de la muestra; y (d) analizar el ARN extraido. El método novedoso se puede realizar en una muestra
biolégica que incluye, entre otras cosas, cualquier fluido corporal, preferiblemente orina, suero o plasma, y
preferiblemente, es de un mamifero, particularmente un humano.

Adicionalmente se describe un método novedoso para diagnosticar, monitorizar, o tratar un sujeto, que comprende
las etapas de: (a) aislar una fraccion de microvesicula a partir de una muestra de orina de un sujeto; (b) detectar la
presencia 0 ausencia de un biomarcador dentro de la fraccion de microvesicula; en donde biomarcador se
selecciona del grupo que consiste de (i) una especie de acido nucleico, (ii) el nivel de expresion de un acido
nucleico, (iii) una variante de acido nucleico, y (iv) cualquier combinacién de cualquiera de los anteriores y en
donde el biomarcador se asocia con la presencia o ausencia de una enfermedad u otra afecciébn médica, o la
viabilidad de una opcién de tratamiento. El biomarcador puede ser una transcripcion de mARN; por ejemplo, la
transcripcion de mARN se puede seleccionar del grupo que consiste de: NPHS2 (podocina), LGALS 1 (Galectina-
1), HSPG2 (proteoglicano de sulfato de heparina); CUBN (cubilina), LRP2 (megalina), AQP1 (acuaporina 1), CA4
(anhidrasa carbdnica 4), CLCN5 (proteina de canal de cloruro 5), BDKRB 1 (receptor de bradiquinina B1), CALCR
(receptor de calcitonina), SCNN1D (subunidad de canal de sodio sensible a amilorida delta), SLC12A3
(cotransportador de cloruro de sodio sensible a tiazida), AQP2 (acuaporina 2), ATP6V 1 B 1 (subunidad V-ATPasa
B1), SLC 12Al (contransportador de Na-K-Cl especifico a rifién a través de RT-PCR de mARN de RiboArnped);
mas preferiblemente, la transcripcién de mARN es AQP2 (acuaporina 2) o ATP6VIB1 (subunidad V-ATPasa B1). El
biomarcador y la enfermedad u otra afeccion médica se puede seleccionar del grupo que consiste de (a) NPHS2
(podocina) y enfermedad glomerular, tal como sindrome nefritico resistente a esteroides; (b) CUBN (cubilina) y
proteinuria , tal como en el sindrome de Imerslund-Grasbeck; y (c) AQP2 (acuaporina 2) y diabetes insipida.

También se describe una molécula de polinucleétido aislada que comprende una primera secuencia de nucledtidos
que es por lo menos 90% idéntica a una segunda secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste
de las SEQ ID NOS: 1-29; un polinucleétido aislado que comprende un segmento de una secuencia de nucleétidos
seleccionada de las SEQ ID NOS: 1-29; o un polinucleétido aislado que comprende una secuencia de por lo
menos 13 nucledtidos que son los mismos como cualquier secuencia de 13 nucledtidos en una cualquiera de las
SEQ ID NOS: 1-29. En particular, las moléculas de polinucleétido anteriores pueden ser un desoxirribonucleotido o
a ribonucleétido. Adicionalmente se describe un vector que comprende cualquiera de las moléculas de éacido
nucleico aislado anteriores. También se describe una célula anfitriona que comprende cualquiera de los vectores
anteriores o cualquiera de las moléculas de acido nucleico aisladas anteriores.

Adicionalmente se describe un método novedoso para evaluar la calidad de una extraccion de acido nucleico a
partir de una muestra bioldgica, que comprende: (a) proporcionar una muestra biolégica; (b) obtener una
extraccién de acidos nucleicos de la muestra biolégica; (c) medir la cantidad de una molécula polinucleétidos que
comprende un segmento que tiene una secuencia de nucleétidos seleccionados de la SEQ NOS: 1-29 en la
extraccion; y (d) comparar la cantidad de la moléculas de polinucleétidos contra un estandar para evaluar la
calidad de la extraccion de acido nucleico. El método novedoso se puede realizar sobre cualquier muestra
bioldgica, por ejemplo, un fluido corporal, en particular, orina, suero o plasma, preferiblemente de un mamifero tal
como un humano. Este método novedoso se puede utilizar en conjunto con cualquiera de las extracciones de
acido nucleico novedosas anteriores o métodos de extraccion novedosos. En particular, el estandar utilizado para
evaluar la calidad de la extraccién de acido nucleico se puede derivar al medir la cantidad de una molécula
polinucleétidos que comprende un segmento que tiene la secuencia de nucleétidos seleccionada de la SEQ NOS:
1- 29 en la extraccién de acidos nucleicos de mas de 5 muestra biol6gicas.

Breve descripcion de los dibujos
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La FIGURA 1, fotogramas a hasta f, son fotos de microscopio de electrones de cuerpos multivesiculares urinarios.
Los cuerpos multivesiculares (MVB) se pueden identificar en varias regiones de la nefrona y recolectarse en
conductos (véase flechas). Podo - podocito, PT — tibulo préximo, TDL - extremidad descendente delgada, TAL -
miembro ascendente delgado, CD-PC - célula principal de conducto colector, CD-IC - célula intercalada de
conducto colector. Barra de escala = 200 nm para a, c, d, e, f; 500 nm para b.

La FIGURA 2 es una fotografia de microscopio de electrones de microvesiculas de orina aisladas. Microvesiculas
de orina humanas aisladas a través de ultracentrifugacién diferencial y formacion de imagenes a través de TEM
utilizando acido fosfotingstico como mancha. Barra de escala = 200 nm.

La FIGURA 3 es una gréfica que representa perfiles de ARN generados con un método de filtro MWCO de 100
kDa. Se utiliza un Agilent BioAnalyzer para generar la gréafica.

La FIGURA 4 es una gréfica que representa perfiles de ARN generados con un método de ultracentrifugacion. Se
utiliza un Agilent BioAnalyzer para generar la grafica.

La FIGURA 5 es un par de graficas que representan perfiles de ARN generados con un método de procesamiento
previo de tres etapas de x300g de giro, x17,000 g de giro, y filtracion de 0.8 ym (A), o con un método de
procesamiento previo de una etapa de solo una filtracion de 0.8 ym (B), en cada caso seguido por
ultracentrifugacion. Se utiliza un Agilent BioAnalyzer para generar la gréaficas.

La FIGURA 6 es un par de graficas que representan perfiles de ARN generados con un método de procesamiento
previo de tres etapas de x300g de giro, x17,000g de giro, y filtracién de 0.8 ym (A), con un método de
procesamiento previo de una etapa de solo una filtracion de 0.8 um (B), en cada caso seguido por concentracion
por filtracién. Se utiliza un Agilent BioAnalyzer para generar la gréaficas.

La FIGURA 7 es un diagrama de flujo que representa un nuevo método de extraccién de acido nucleico de orina
con una operacion potenciacion de extraccion.

La FIGURA 8 es un par de graficas que representan perfiles de ARN generados con métodos utilizando proteasas
concentradas 5X versus 10X. Se aislan microvesiculas a través de concentradores de filtracion de 20 ml de
muestras de orina. La gréafica A representa el perfil obtenido con proteasa 5X. La grafica B representa el pefrfil
obtenido con proteasa 10X. Una concentracion de proteasa 1X se refiere a una condicién enzimatica en donde se
utiliza 0.027 AU o mas proteasa para tratar microvesiculas aisladas de 1 pyl o mas de fluido corporal. Una
concentracion de proteasa 5X se refiere a una condicién enzimatica en donde se utiliza 0.135 AU o mas proteasa
para tratar microvesiculas aisladas de 1 pl o mas de fluido corporal. Un mAU es la actividad de proteasa que libera
aminoacidos positivos para folina y péptidos que corresponden a 1 pmol de tirosina por minuto.

La FIGURA 9 es un par de graficas que representan perfiles de ARN generados con métodos que utilizan
proteasas concentradas 25X versus 50X. Se aislan microvesiculas a través de concentradores de filtracion desde
40 ml de muestras de orina. La gréafica A representa el perfil obtenido con proteasa 25X. La grafica B representa el
perfil obtenido con proteasa 50X. La proteasa 1X se refiere a 0.027 AU. Un mAU es la actividad de proteasa que
libera aminoacidos positivos para folina y péptidos que corresponden a 1 ymol de tirosina por minuto.

La FIGURA 10 es una grafica que representa el perfil de ARN de melanoma en suero, Muestra 1. Se extrae ARN
de 1 ml de suero con un método que utiliza un inhibidor de RNasa, Superase-In (Ambion, Inc). La concentracion
final del inhibidor RNasa es 1.6 unidades/ul de regulador de suspensiéon de microvesicula.

La FIGURA 11] es una grafica que representa el perfil de ARN de melanoma en suero, Muestra 2. Se extrae ARN
de 1 ml de suero con un método que utiliza un inhibidor de RNasa, Superase-In (Ambion, Inc). La concentracion
final del inhibidor RNasa es 1.6 unidades/ul de regulador de suspensién de microvesicula.

La FIGURA 12 es una grafica que representa el perfil de ARN de melanoma en suero, Muestra 3. Se extrae ARN
de 1 ml de suero con un método que utiliza un inhibidor de RNasa, Superase-In (Ambion, Inc). La concentracién
final del inhibidor RNasa es 1.6 unidades/ul de regulador de suspensién de microvesicula.

La FIGURA 13 es una grafica que representa el perfil de ARN de melanoma en suero, Muestra 4. Se extrae ARN
de 1 ml de suero con un método que utiliza un inhibidor de RNasa, Superase-In (Ambion, Inc). La concentracion
final de la RNasa en inhibidor es 1.6 unidades/ul de regulador de suspension de microvesicula.

La FIGURA 14 es una gréafica que representa el perfil de ARN de un melanoma en suero, Muestra 5. Se extrae
ARN de 1 ml de suero con un método que utiliza un inhibidor de RNasa, Superase-In (Ambion, Inc). La
concentracion final del inhibidor RNasa es 3.2 unidades/ul de regulador de suspensién de microvesicula.
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La FIGURA 15 es una gréafica que representa el perfil de ARN de un melanoma en suero, Muestra 6. Se extrae
ARN de 1 ml de suero con un método que utiliza un inhibidor de RNasa, Superase-In (Ambion, Inc). La
concentracion final del inhibidor RNasa es 3.2 unidades/ul de regulador de suspensién de microvesicula.

La FIGURA 16 es una gréafica que representa el perfil de ARN de suero normal, Muestra 7. Se extrae ARN de 1 ml
de suero con un método que utiliza un inhibidor de RNasa, Superase-In (Ambion, Inc). La concentracion final del
inhibidor RNasa es 1.6 unidades/pl de regulador de suspensién de microvesicula.

La FIGURA 17 es una gréfica que representa el perfil de ARN de a suero normal, Muestra 8. Se extrae ARN de 1
ml de suero con un método que utiliza un inhibidor de RNasa, Superase-In (Ambion, Inc). La concentracion final
del inhibidor RNasa es 1.6 unidades/ul de regulador de suspensién de microvesicula.

La FIGURA 18 es una grafica que representa el perfil de ARN de suero normal, Muestra 9. Se extrae ARN de 1 ml
de suero con un método que utiliza un inhibidor de RNasa, Superase-In (Ambion, Inc). La concentracién final es
del inhibidor RNasa 1.6 unidades/ul de regulador de suspension de microvesicula.

La FIGURA 19 es una gréfica que representa el perfil de ARN de suero normal, Muestra 10. Se extrae ARN de 1
ml de suero con un método que utiliza un inhibidor de RNasa, Superase-In (Ambion, Inc). La concentracion final
del inhibidor RNasa es 1.6 unidades/pl de regulador de suspension de microvesicula.

La FIGURA 20 es una gréfica que representa el perfil de ARN de suero normal, Muestra 11. Se extrae ARN de 1
ml de suero con un método que utiliza un inhibidor de RNasa, Superase-In (Ambion, Inc). La concentracion final
del inhibidor RNasa es 3.2 unidades/ul de regulador de suspensién de microvesicula.

La FIGURA 21 es una grafica que representa el perfil de ARN de suero normal, Muestra 12. Se extrae ARN de 1
ml de suero con un método que utiliza un inhibidor de RNasa, Superase-In (Ambion, Inc). La concentracion final
del inhibidor RNasa es 3.2 unidades/pl de regulador de suspension de microvesicula.

La FIGURA 22 es un diagrama de flujo que representa un nuevo método de extraccidon de acido nucleico de una
muestra biolégica utilizando una operacién potenciacion de extraccion.

La FIGURA 23 es un par de graficas que representan perfiles de ARN generados con métodos con o sin
tratamiento de DNasa. EI ADN no ubicado dentro de las microvesiculas se elimina mediante digestién de DNasa
del sedimento de microvesiculas aislado de muestras de orina antes de lisis y extraccion de acido nucleico. A -
perfil sin digestién de DNasa utilizando Equipo RNeasy Micro. B - perfil con digestion de DNasa utilizando Equipo
RNeasy Micro. C- perfil sin digestion de DNasa utilizando Equipo MirVana D - perfil con digestion de DNasa
utilizando Equipo MirVana Observe los cambios en altura de pico de ARN pequefio y el area indicada por la flecha
en D sugieren que hay algun traspaso de ADN en la muestra luego de extraccion con base en fenol/cloroformo

La FIGURA 24 es un par de graficas que representan perfiles de ARN generados con métodos con o sin
tratamiento de DNasa. El ADN no ubicado dentro de las microvesiculas se elimina mediante digestion de DNasa
del sedimento de microvesiculas aislado de muestras de suero antes de lisis y extraccién de &cido nucleico. A -
perfil sin digestion de DNasa. B - perfil con digestion de DNasa. C - Un seudogel que muestra “cuerpo apoptético”
como escaleras que se pueden co-aislar con microvesiculas derivadas de suero.

La FIGURA 25 es un par de gréaficas que representan perfiles de ARN generados con métodos con o sin
tratamientos de RNasa. El ARN no ubicado dentro de las microvesiculas se elimina mediante digestion de RNasa
del sedimento de microvesiculas aislado de muestras de orina antes de lisis y extraccion de acido nucleico. A-
perfil sin digestién de RNasa. B - perfil con digestién de RNasa.

La FIGURA 26 es un par de graficas que representan perfiles de ARN generados de microvesiculas de orina y
tejido de rifién de rata. A - perfil de tejido de rifidn de rata. B - perfil de microvesiculas de orina.

La FIGURA 27 es un par de gréaficas que representan perfiles de ARN generados de microvesiculas de orina y
tejido de rifidn de rata utilizando métodos que pueden enriquecer extraccion de ARN pequefio. Un perfil de tejido
de rifién de rata. B- perfil de microvesiculas de orina.

La FIGURA 28 es un par de graficas que representan perfiles de ARN generados de orina completa exclusiva de
microvesiculas, que no se capturan por la técnica de aislamiento, con o sin tratamientos de DNasa. A-acidos
nucleicos aislados de orina completa sin tratamiento de DNasa. B-acidos nucleicos aislados de orina completa con
tratamiento de DNasa.

La FIGURA 29 es un par de graficas que representan perfiles de ARN generados de microvesiculas de orina. A-
acidos nucleicos aislados de microvesiculas de orina sin tratamiento de DNasa. B- acidos nucleicos aislados de
microvesiculas con tratamientos de DNasa.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2547715713

La FIGURA 30 es un par de graficas que representan perfiles de ARN generados de acidos nucleicos extraidos de
sedimentos formados durante el giro de 300 g. A- acidos nucleicos aislados de giro de 300g de sedimentos sin
tratamiento de DNasa. B- acidos nucleicos aislados de300g de giro de sedimentos con tratamiento de DNasa.

La FIGURA 31 es un par de gréaficas que representan perfiles de ARN generados de acidos nucleicos extraidos de
sedimentos formados durante el giro de 17,000g. A- perfil de acido nucleico de giro de 17,000g de sedimento sin
tratamiento de DNasa. B- perfil de acido nucleico de giro de 17,000g de sedimento con tratamiento de DNasa.

La FIGURA 32 es un par de graficas que representan perfiles de ARN generados de microvesiculas que se
someten a digestion de RNasa y DNasa en el exterior antes de la lisis de microvesicula, con o sin digestion de
RNasa intramicrovesicular. A- perfil de acido nucleico sin digestiéon de RNasa intramicrovesicular. B- perfil de acido
nucleico con digestion de RNasa intramicrovesicular.

La FIGURA 33 es un par de graficas que representan perfiles de ARN generados de microvesiculas que se
someten a digestion de RNasa y DNasa en el exterior antes de la lisis de microvesicula y digestion de RNasa
intramicrovesicular, con o sin digestion de DNasa intramicrovesicular. A- perfil de acido nucleico sin digestion de
DNasa intramicrovesicular. B- perfil de acido nucleico con digestion de DNasa intramicrovesicular. En la gréafica B,
solo el pico después de 20s se reduce en comparacion con el pico coincidente en la grafica A. La reduccién
sugiere que una cantidad pequefia de material digestible de DNasa esta presente dentro de los exosomas.

La FIGURA 34 A) se generan perfiles de ‘seudo-gel’ mediante BioAnalyzer de la identificacion positiva de
transcripciones amplificadas de mARN amplificadas RiboAmp para beta-actina y GAPDH en microvesiculas de
orina mediante RT-PCR; B) es una ilustracion de la nefrona y conducto colector destacando sus seis regiones
funcionalmente distintas. 1. Glomérulo; 2. Tuabulo préximo; 3. Extremidad descendente delgada; 4. Miembro
ascendente medularmente grueso; 5. Tubulo contorneado distal; 6. Conductos colectores.

La FIGURA 35 representa perfiles de seudogel generados por BioAnalyzer de la identificacién de transcripciones
de mARN que codifica genes especificos de regiones 1y 2 de la nefrona y conducto colector detectados por RT-
PCR de RiboAmped mARN de microvesiculas de orina, especificamente: 1. Glomérulo: NPHS2 - podocina,
LGALSI - Galectina-1, HSPG2 - proteoglicano de sulfato de heparano 2. Tubulo préximo: CUBN - cubilina, LRP2 -
megalina, AQP 1 - acuaporina 1, CA4 - anhidrasa carbonica4, CLCN5 - proteina de canal de cloruro 5.

La FIGURA 36 representa perfiles de seudogel generados por BioAnalyzer de la identificacién de transcripciones
de mARN que codifica genes especificos de regiones 3-6 de la nefrona y conducto colector detectados por RT-
PCR de RiboAmped mARN demicrovesiculas de orina, especificamente: 3. Extremidad descendiente delgada:
BDKRBI - receptor bradiquinina B1l. 4. Extremidad ascendente medularmente gruesa: CALCR - receptor de
calcitonina, SCNNID - subunidades de canal de sodio sensible a amilorida delta. 5. Tdbulo contorneado distal:
SLC12A3 - cotransportador de cloruro de sodio sensible a tiazida. 6. Conductos colectores: AQP2 - acuaporina 2,
ATP6VIB1 - subunidad vATPasa B1, SLC12A1 - Cotransportadores de Na-K-ClI especificos a rifion.

La FIGURA 37 A) es un par de seudogeles BioAnalyzer que representan la expresion de la subunidad de V-
ATPasa B 1 y AQP2 mARN mediante RT-PCR en V-ATPasa B 1 KO (B 1 -/-) y tipo natural (B1 +/+) ratén; B) es un
par de diagramas que representan la expresion de la subunidad V-ATPasa B2 en microvesiculas de orina y las
células de rifion de V-ATPasa B 1 KO (B 1 -/-) y tipo natural (B1 +/+) de ratdon mediante analisis de PCR en tiempo
real. “NS” — no estadisticamente significativo.

La FIGURA 38 es un trio de graficas que representa perfiles de ARN generados de microvesiculas de orina. La
microvesiculas de orina no se lavan o tratan con cualquier mejorador de extraccion antes de que las membranas
de microvesiculas se desintegren para extraccion de acido nucleico. Se utilizan tres muestras en este grupo de
extracciones. Los perfiles se muestran en A, B y C, respectivamente.

La FIGURA 39 es un trio de gréaficas que representa perfiles de ARN generados de microvesiculas de orina. Las
microvesiculas de orina no se lavan pero se tratan con un inhibidor de RNasa, RNasa-In (Promega), antes de que
las membranas de microvesiculas se desintegren para extraccion de acido nucleico. Se utilizan tres muestras en
este grupo de extracciones. Los perfiles se muestran en A, B y C, respectivamente.

La FIGURA 40 es un trio de graficas que representa perfiles de ARN generados de microvesiculas de orina. Las
microvesiculas de orina se lavan pero no se tratan con cualquier inhibidor de RNasa antes de que las membranas
de microvesiculas se desintegren para extraccion de acido nucleico. Se utilizan tres muestras en este grupo de
extracciones. Los perfiles se muestran en A, B y C, respectivamente.

La FIGURA 41 es un trio de gréaficas que representa perfiles de ARN generados de microvesiculas de orina. Las
microvesiculas de orina se lavan y se tratan con inhibidor de RNasa antes que las membranas de microvesicula se
desintegren para extraccion de acido nucleico. Se utilizan tres muestras en este grupo de extracciones. Los
perfiles se muestran en A, By C, respectivamente.
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La FIGURA 42 es una lista de regiones de cromosoma en las que presenta mas de 500 aciertos de transcripcion
en un andlisis de secuenciacién de profundidad del ARN extraido de microvesiculas de orina (“picos”). Los
numeros indican el punto de inicio punto final de cada region de cromosoma. Por ejemplo, el “chrl.-
1.91625366.91625741" se refiere a la region en el cromosoma humano 1 entre los nucleétidos nos. 9 1625366 y 9
162574 1. Las SEQ ID NOS correspondientes también se indican.

La FIGURA 43 es una lista de cebadores utilizados para reaccion PCR para amplificar las secuencias en 10
regiones de cromosoma como se indica. Por ejemplo, el “chrl.- 1.91 625366.9 1625741" se refiere a la region en el
cromosoma humano 1 entre nucledtido nos. 9 1625366 y 9 162574 1. El par de cebadores utilizado para ampliar
esta region es “tccagctcacgttcectatt 1 L y ccaggtggggagmgact 1 R”. Los cebadores corren desde 5’ hasta 3' con el
fin de que puedan ir de izquierda a derecha.

La FIGURA 44 es un par de seudogeles BioAnalyzer que representan el resultado de amplificacion PCR de 10
regiones de cromosoma ricas en picos. La numeracion de las lineas en la parte superior de cada fotograma
corresponde a la numeracién de las regiones de cromosoma mostradas en la Figura 43. En A, una extraccion de
acido nucleico de microvesiculas de orina se utiliza como una plantilla para el PCR. En B, una extraccion de acido
nucleico de tejido renal se utiliza como una plantilla para el PCR.

Las FIGURAS 45-73 son graficas que representan los picos en 29 regiones de cromosoma. Las regiones se
indican en la parte superior de cada grafica. Por ejemplo, la grafica en la Figura 46 se refiere a la region de “chrl.-
1.91625366.91625741," que es la region en el cromosoma humano 1 entre nucleétido nos. 9 1625366 y 91
625741.

Descripcion Detallada

Las microvesiculas se desprenden por las células eucariotas, o brotan fuera de la membrana plasmatica, al
exterior de la célula. Estas vesiculas de membrana son heterogéneas en tamafio con diametros que van desde
aproximadamente 10 nm hasta aproximadamente 5000 nm. Las pequefias microvesiculas (aproximadamente 10 a
1000 nm, y mas a menudo aproximadamente 10 a 200 nm de diametro) que se liberan mediante exocitosis de
cuerpos multivesiculares intracelulares se denominan en la técnica como “exosomas”. Las composiciones,
métodos y usos descritos en el presente documento son igualmente aplicables a microvesiculas de todos los
tamanos; preferiblemente de 10 a 800 m, y mas preferiblemente de 10 a 200 m.

En alguna bibliografia, el término “exosoma” también se refiere a complejos de proteinas que contienen
exorribonucleasas que estan implicadas en la degradacion del ARNm y el procesamiento de pequefios ARNs
nucleolar (snoARNSs), pequefios ARN nucleares (snARN) y ARN ribosémicos (ARNTr) (Liu et al., 2006; van Dijk et
al., 2007). Estos complejos de proteinas no tienen membranas y no son “microvesiculas” o “exosomas” tal como
estos términos se utilizan aqui.

La presente invencion se basa en parte en el descubrimiento de que los factores adversos pueden impedir una
extraccioén eficaz de acidos nucleicos a partir de una muestra biolégica y se pueden utilizar agentes inesperados y
novedosos y etapas para mitigar o eliminar los factores adversos, lo que mejora considerablemente la calidad de
los acidos nucleicos extraidos. Como tal, se describen en este documento nuevos métodos para la extraccion de
acidos nucleicos de alta calidad de una muestra bioldgica. Las extracciones de alta calidad obtenidas por los
métodos novedosos descritos aqui se caracterizan por un alto rendimiento y alta integridad, haciendo los acidos
nucleicos extraidos Utiles para diversas aplicaciones en las que se prefieren las extracciones de acido nucleico de
alta calidad.

Los métodos novedosos escritos ampliamente incluyen, por ejemplo, las etapas de obtener una muestra biolégica,
mitigar o eliminar factores adversos que impiden una extraccion efectiva de acidos nucleicos a partir de una
muestra bioldgica, y extraer acidos nucleicos de la muestra bioldgica seguido, opcionalmente, mediante analisis de
acido nucleico.

Las muestras biolégicas aplicables incluyen, por ejemplo, una célula, grupo de células, fragmentos de células,
productos celulares, que incluyen, por ejemplo, microvesiculas, cultivos celulares, tejidos corporales de un sujeto,
o fluidos corporales. Los fluidos corporales pueden ser fluidos aislados de cualquier parte del cuerpo del sujeto,
preferiblemente una ubicacion periférica, que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, sangre, plasma, suero,
orina, esputo, liquido cefalorraquideo, liquido pleural, aspirados de pezon, fluidos de linfa, fluidos de los sistemas
respiratorio, intestinal y genitourinario, liquido lagrimal, saliva, leche materna, liquido del sistema linfatico, semen,
liquido cefalorraquideo, liquido del sistema intraérganos, liquido ascitico, liquido de quiste tumoral, fluidos
amnioticos y sus combinaciones.

Una muestra biolégica a veces puede venir de un sujeto. El término “sujeto” pretende incluir todos los animales
gue muestran o se espera que tengan microvesiculas. El sujeto puede ser un mamifero, primate humano o no
humano, perro, gato, caballo, vaca, otros animales de granja, o un roedor (por ejemplo, raton, rata, cobaya, etc.).
El término “sujeto” e “individuo” se utiliza indistintamente en el presente documento.
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Una muestra biolégica puede opcionalmente ser procesada para obtener un derivado de muestra biolégica antes,
después, o al mismo tiempo que, llevar a cabo la etapa de mitigar o eliminar los efectos adversos. El derivado de
muestra biol6gica puede ser una célula, restos de células, una vesicula de membrana, o una microvesicula.

Una muestra bioldgica a veces se procesa previamente antes que se obtenga un derivado de muestra biolégica tal
como una microvesicula. En algunos casos, se prefiere la etapa de preprocesamiento. Por ejemplo, una muestra
de orina se puede procesar previamente para obtener microvesiculas de orina. El procesamiento previo se puede
lograr mediante técnicas conocidas en el arte tales como centrifugacion a baja velocidad y pre-filtracion. Por
ejemplo, las muestras de orina se pueden someter a una primera etapa de centrifugacion de 300 g para
deshacerse de las particulas grandes en las muestras. Las muestras de orina se pueden someter a una segunda
etapa de centrifugacion de 17,000 g para deshacerse de las particulas mas pequefias en las muestras. Después
de la segunda etapa de centrifugacion, las muestras de orina se pueden someter adicionalmente a una etapa de
pre-filtracion, por ejemplo, una etapa de filtracion previa 0.8um. Alternativamente, las muestras de orina se pueden
procesar previamente por una etapa de filtracion previa sin primero someterse a una o mas de las etapas de
centrifugacion.

Las vesiculas de membrana, por ejemplo, microvesiculas, se pueden aislar de una muestra biolégica. En algunos
casos, tal aislamiento se puede llevar a cabo sin procesamiento previo de la muestra biol6gica. En otros casos, tal
aislamiento se puede llevar a cabo después de que la muestra hiolégica se procesa previamente. La etapa de
aislamiento puede ser ventajosa para la extraccion de acidos nucleicos de alta calidad de una muestra bioldgica.
Por ejemplo, el aislamiento puede dar lugar a ventajas tales como: 1) la oportunidad de analizar selectivamente
acidos nucleicos especificos a enfermedad o tumor, los cuales se pueden obtener al aislar las microvesiculas
especificas a enfermedad o tumor aparte de las otras microvesiculas dentro de la muestra de fluido; 2) el
rendimiento significativamente mayor de especies de acidos nucleicos con una mayor integridad, en comparacion
con la integridad de rendimiento obtenida mediante la extraccion de acidos nucleicos desde directamente la
muestra de fluido; 3) la escalabilidad, por ejemplo, para detectar acidos nucleicos expresados en niveles bajos, la
sensibilidad se puede aumentar al sedimentar mas microvesiculas de un mayor volumen de suero; 4) acidos
nucleicos puros en los que las proteinas y lipidos, residuos de células muertas, y otros contaminantes potenciales
e inhibidores de PCR se excluyen de los sedimentos de microvesiculas antes de la etapa de extraccion de acido
nucleico; y 5) mas opciones en los métodos de extraccion de acidos nucleicos como sedimentos son
microvesiculas de volumen mucho mas pequefio que el del suero de partida, por lo que es posible la extraccion de
acidos nucleicos de estos sedimentos de microvesiculas utilizando filtros de columna de pequefio volumen.

Los métodos de aislamiento de microvesiculas de una muestra biolégica son conocidos en la técnica. Por ejemplo,
un método de centrifugacion diferencial se describe en un documento por Raposo et al. (Raposo et al., 1996), un
documento por Skog et. al. (Skog et al., 2008) y un documento por Nilsson et. al. (Nilsson et al., 2009). Los
métodos de intercambio aniénico/ cromatografia de permeacion en gel se describen en la Patente Estadounidense
6,899,863 y 6,812,023. Los métodos de gradientes de densidad de sacarosa o electroforesis de organulos se
describen en la Patente Estadounidense No. 7,198,923. Un método activado magnéticamente de clasificacion de
células (MACS a) se describe en un documento de Taylor y Gercel- Taylor (Taylor y Gercel-Taylor, 2008). Un
método de concentracién por ultrafiltracion de nanomembrana se describe en un documento de Cheruvanky et al.
(Cheruvanky et al., 2007). Adicionalmente, las microvesiculas pueden ser identificadas y aisladas de fluido corporal
de un sujeto mediante una tecnologia de microchip recientemente desarrollado que utiliza una plataforma de
microfluidos Unica para separar eficiente y selectivamente las microvesiculas derivadas de tumores (Chen et al.).

Las microvesiculas aisladas de un fluido corporal pueden ser enriquecidas por aquellas que se originan de un tipo
celular especifico, por ejemplo, células del pulmén, pancreas, estdbmago, intestino, vejiga, rifién, ovario, testiculo,
piel, colorrectal, mama, prostata, cerebro, es6fago, higado, placenta, feto. Debido a que las microvesiculas a
menudo llevan moléculas de superficie, tales como antigenos de sus células del donante, las moléculas de
superficie se pueden utilizar para identificar, aislar y/o enriquecer las microvesiculas de un tipo de célula donante
especifica (Al-Nedawi et al., 2008;. Taylor y Gercel-Taylor, 2008). De esta manera, las microvesiculas que originan
poblaciones de células distintas se pueden analizar por su contenido de acido nucleico. Por ejemplo, las
microvesiculas de tumor (maligno y no maligno) llevan los antigenos de superficie asociados a tumores y se
pueden detectar, aislar y/o enriquecer a través de estos antigenos especificos de superficie asociados a tumores.
En un ejemplo, el antigeno de superficie es moléculas de adhesién a célula epitelial (EpCAM), que es especifico
para carcinomas de microvesiculas de pulmén, colorrectal, de mama, de prostata, cabeza y cuello, y origen
hepatico, pero no de origen de células hematolégicas (Balzar et al., 1999; Went et al., 2004). En otro ejemplo, el
antigeno de superficie CD24, es una glicoproteina especifica de microvesiculas de orina (Keller et al., 2007). En
otro ejemplo, se selecciona el antigeno de superficie de un grupo de moléculas tales como CD70, antigeno
carcinoembrionario (CEA), EGFR, EGFRVIII y otras variantes, ligando Fas, TRAIL, receptor de transferrina p38.5,
p97 y Hsp72. Adicionalmente, las microvesiculas especificas del tumor se pueden caracterizar por la falta de
marcadores de superficie, tales como CD80 y CD86.

El aislamiento de microvesiculas de tipos celulares especificos se puede lograr, por ejemplo, al utilizar anticuerpos,
aptameros, analogos de aptamero o polimeros impresos molecularmente especificos para un antigeno de
superficie deseada. El antigeno de superficie puede ser especifico para un tipo de cancer. El antigeno de
superficie puede ser especifico para un tipo de célula que no es necesariamente cancerosa. Un ejemplo de un
método de separacion de microvesiculas basado en antigeno de superficie celular se proporciona en la Patente
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Estadounidense No. 7,198.923. Como se describe en, por ejemplo, las Patentes Estadounidense Nos. 5,840,867 y
5,582,981, W0/2003/050290 y una publicaciéon por Johnson et al. (Johnson et al., 2008), los aptameros y sus
analogos se unen especificamente a moléculas de superficie y se pueden utilizar como una herramienta de
separacion para la recuperacion de microvesiculas especificas a tipo de células. Los polimeros de huella molecular
también reconocen especificamente moléculas de superficie como se describe en, por ejemplo, en las Patentes
Estadounidenses Nos. 6,525,154, 7,332,553 y 7,384,589 y una publicacion de Bossi et al. (Bossi et al., 2007) y son
una herramienta para recuperar y aislar microvesiculas especificas al tipo de célula.

En los casos en los que el derivado bioldgico destinado es una vesicula de membrana tal como una microvesicula,
se realiza una etapa de eliminacién de acidos nucleicos que no estan dentro de la microvesicula periddicamente.
Los métodos de eliminacién de acidos nucleicos son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, para eliminar
dichos acidos nucleicos de una muestra, se puede llevar a cabo una etapa de digestion enzimatica. Dichas
enzimas pueden ser un tipo de ribonucleasa que cataliza la digestion enzimatica de acidos ribonucleicos o un tipo
de desoxirribonucleasa que cataliza la digestion enziméatica de acidos desoxirribonucleicos.

Los métodos de extraccion de acidos nucleicos novedosos pueden incluir una etapa de eliminacién o mitigaciéon de
los factores adversos que impiden la extraccion de acido nucleico de alta calidad a partir de una muestra biolégica.
Dichos factores adversos son heterogéneos en que diferentes muestras biolégicas pueden contener diversas
especies de estos factores adversos. En algunas muestras bioldgicas, los factores tales como el ADN de extra-
microvesicula excesiva pueden afectar la calidad de las extracciones de acido nucleico a partir de dichas muestras
y contaminan el ADN extraido de dentro de las microvesiculas. En otras muestras, los factores tales como RNasa
enddgena excesiva pueden afectar la calidad de las extracciones de acidos nucleicos a partir de dichas muestras.
Muchos agentes y métodos se pueden utilizar para eliminar estos factores adversos. Estos métodos y agentes se
denominan colectivamente como una “operacién potenciacion de extraccion.”

En algunos casos, la operacién potenciacion de extraccion puede implicar la adiciébn de agentes potenciadores
extraccion de acido nucleico a la muestra biol6gica o derivado. Para eliminar los factores adversos como RNasa
enddgena, dichos agentes potenciadores de extraccion como se definen aqui pueden incluir, pero no se limitan a,
un inhibidor de RNasa disponible comercialmente, tales como Superase-In (Arnbion Inc.), RNaseIlN (Promega
Corp.), u otro agentes que funcionan de una manera similar; una proteasa; un agente reductor; un sustrato de
sefiuelo tal como un ARN sintético, un receptor soluble que puede unirse a RNasa; un pequefio ARN de
interferencia (SiEWA); una molécula de ARN, tal como un anticuerpo anti-ARN, o una proteina chaperona de unién;
una sustancia RNasa desnaturalizante, tal como una solucion de alta osmolaridad, un detergente, o una
combinacion de los mismos. Estos agentes potenciadores pueden ejercer sus funciones en diversas formas, por
ejemplo, pero no limitadas a, a través de inhibicion de actividad de RNasa (por ejemplo, inhibidores de RNasa), a
través de una degradacion ubicua de proteinas (por ejemplo, proteasas), o por medio de una proteina chaperona
(por ejemplo, una proteina de unién al ARN) que se une y protege los ARN. En todos los casos, dichos agentes
potenciadores de extraccién eliminan o mitigan algunos o todos los factores adversos en la muestra bioldgica que
de otro modo previenen o interfieren con la extraccion de acidos nucleicos de alta calidad la muestra biolégica.

En otros casos, la operacion potenciacion de extraccion puede implicar la realizacion de una o mas etapas del
proceso. Dichos procesos incluyen el lavado extenso o sustancialmente completo de los componentes que
contienen acidos nucleicos de la muestra, tales como microvesiculas; separacion por tamafios de RNasas de la
muestra biologica; desnaturalizacién de las proteinas en la muestra bioldgica mediante diversas técnicas que
incluyen, pero no se limitan a, generar una condicién de pH particular, una condicién de temperatura, (por ejemplo,
mantenimiento de una temperatura reducida o inferior), ciclos de congelado/descongelado, y combinaciones de los
mismos.

Una sorprendente manifestacién de la utilizacién de operaciones de mejora de extraccién, como se describe en el
presente documento, es la capacidad de detectar en una extraccién de microvesiculas de acidos nucleicos, la
existencia de cantidades significativas de ARN ribosdmica (rARN). No se conocen estudios previos que hayan
demostrado la deteccién de rARN 18S y 28S en extracciones de acido nucleico de microvesiculas. Por el contrario,
los estudios previos sugirieron que poco o ningun rARN esta presente en los extractos de acido nucleico de
microvesiculas (Skog et al., 2008; Taylor y Gercel-Taylor, 2008; Valadi et al., 2007).

La realizacion de una operacion de aumento de extraccion mejorara la calidad del ARN extraido en términos de
cifras de integridad del ARN (RIN). Disefiado por Agilent Technologies (http://www.chem.agilent.com/en-
us/products/i-on-achip/pages/gp14975.aspx, acceso en julio 15,2010), el cifras de integridad del ARN (RIN) es el
producto de una herramienta de software disefiada para estimar la integridad de las muestras de ARN total. El
software asigna automaticamente unas cifras de integridad de una muestra total de ARN eucariota. Utilizando esta
herramienta, la integridad de la muestra no se determina por la relacién de las bandas ribosémicas 18s y 28s, sino
por toda la traza electroforética de la muestra de ARN. Esto incluye la presencia o ausencia de productos de
degradacion. El RIN asignado es independiente de la concentracion de la muestra, instrumento, y analista, y puede
servir como un estandar para la integridad del ARN.

La realizacién de una operacién potenciacion de extraccion mejorara la cantidad o rendimiento del acido nucleico
extraido. Por ejemplo, utilizando una operacién potenciacion de extraccion, como se describe aqui, se puede
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obtener un rendimiento de acido nucleico de mas de o igual a 50 pg/ml de 20 ml de una muestra bioldgica baja en
proteinas, tales como orina. Alternativamente, se puede obtener un rendimiento de acido nucleico de mas de o
igual a 50 pg/ml de 1 ml de una muestra biol6gica alta en proteinas, tal como suero o plasma.

Las extracciones de acido nucleico novedosas de alta calidad obtenidas por los métodos descritos aqui pueden
mostrar una combinacién de deteccion de rARN 18S y 28S, preferiblemente en una relaciéon de aproximadamente
1: 1 a aproximadamente 1: 2; y mas preferiblemente, de aproximadamente 1: 2; unas cifras de integridad del ARN
de mas de o igual a 5 para una muestra biologica baja en proteinas, o0 mayor que o igual a 3 para una alta proteina
de la muestra bioldgica; y un rendimiento de acido nucleico de mas de o igual a 50 pg/ml de 20 ml de una muestra
biolégica baja en proteinas o 1 ml de una muestra biolégica alta en proteinas.

Las extracciones de ARN de alta calidad son muy deseables debido a que la degradacion del ARN puede afectar
seriamente la evaluacion en direccién 3’ del ARN extraido, como en la expresion génica y el analisis de mARN, asi
como el andlisis de ARN no codificante tal como pequefios ARN y micro ARN. Los métodos novedosos descritos
en este documento permiten extraer acidos nucleicos de alta calidad de una muestra biolégica tal como
microvesiculas de tal manera que se puede llevar a cabo un andlisis preciso de expresion génica y el nivel de
mutacion dentro de los exosomas. Por ejemplo, cuando se utilizan mayores concentraciones de proteasa (5X, 10X)
como un agente potenciador de la extraccion, la cantidad e integridad del ARN aislado de microvesiculas urinaria
se aumenta significativamente.

También se proporcionan métodos de extraccion de pequefios ARN de alta calidad de una muestra biolégica tal
como orina. EI ARN pequefio, tal como los miARN son particularmente susceptibles a degradacion y pérdida
durante el proceso de extraccidn de acidos nucleicos. En los métodos novedosos aqui descritos, se utiliza una alta
concentracion de proteasa para eliminar o mitigar los factores adversos que impiden la extraccién de alta calidad
de los ARN pequefios. Un método para extraer acido nucleico, en particular ARN pequefios, pueden utilizar
proteasa 25X y 50X como agente potenciador de extraccién y es capaz de obtener un aumento significativo de
cantidades de ARN pequefio. Tal como se utiliza aqui, las expresiones tales como 5X, 10X, 25X y 50X significan 5
veces, 10 veces, etc. El nivel de actividad de proteasa utiliza o recomienda actualmente los equipos de extraccion
de acido nucleico disponibles comercialmente, tales como el Kit QlAamp MinElute Virus Spin.

Cuando se han eliminado o mitigado los factores adversos que afectan la extraccidn, las moléculas de acido
nucleico se pueden aislar de una muestra bioldgica utilizando cualquier nUmero de procedimientos que son bien
conocidos en la técnica. Los expertos seleccionaran un procedimiento de aislamiento especial apropiado para la
muestra biolégica particular. Ejemplos de métodos para la extraccion se proporcionan en la secciéon de Ejemplos
aqui. En algunos casos, con algunas técnicas, también puede ser posible analizar el acido nucleico sin extraccion
de la microvesicula.

Los acidos nucleicos, incluyendo ADN y/o ARN, se pueden analizar directamente sin una etapa de amplificacion.
El analisis directo se puede realizar con diferentes métodos, que incluyen, pero no se limitan a, tecnologia de
NanoString. La tecnologia de NanoString permite la identificacion y cuantificacion de moléculas objetivo
individuales en una muestra biolégica uniendo un cédigo de color fluorescente indicador a cada molécula objetivo.
Este enfoque es similar al concepto de medicion de inventario mediante el escaneo de cédigos de barras. Los
reporteros se pueden hacer con cientos o incluso miles de codigos diferentes que permiten el analisis altamente
multiplexado. La tecnologia se describe en una publicacién de Geiss et al. (Geiss et al., 2008).

Puede ser beneficioso o de otra manera deseable amplificar el acido nucleico de la microvesicula antes de
analizarla. Los métodos de amplificacion de acidos nucleicos se utilizan de forma habitual y generalmente son
conocidos en la técnica, muchos ejemplos de los cuales se describen aqui. Si se desea, la amplificacion se puede
llevar a cabo de tal manera que es cuantitativa. La amplificacion cuantitativa permitira la determinacién cuantitativa
de las cantidades relativas de los diversos acidos nucleicos, para generar un perfil como se describe adelante.

En una realizacion, el acido nucleico extraido es ARN. EI ARN preferentemente luego se hace transcripcion
inversa en el ADN complementario (cCADN) antes de amplificacion adicional. Dicha transcripcién inversa se puede
realizar solo 0 en combinacion con una etapa de amplificacién. Un ejemplo de un método de combinacion de
transcripcion inversa y etapas de amplificacion es la reaccion de cadena de polimerasa de transcripcion inversa
(RT-PCR), que se pueden modificar adicionalmente para que sean cuantitativas, por ejemplo, RT-PCR cuantitativa
tal como se describe en la Patente Estadounidense No. 5,639,606.

Los métodos de amplificacion de acidos nucleicos incluyen, sin limitacion, reaccion en cadena de polimerasa
(PCR) (Patente Estadounidense No. 5,219,727) y sus variantes tales como reacciéon en cadena de polimerasa in
situ (Patente Estadounidense No. 5,538,871), reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa (patente
Estadounidense No. 5,219,727), reaccién en cadena de polimerasa anidada (patente Estadounidense No.
5,556,773), replicacién de secuencia auto-sostenida y sus variantes (Guatelli et al., 1990), sistema de amplificacion
transcripcional y sus variantes (Kwoh et al., 1989), replicasa Qb y sus variantes (Miele et al., 1983), PCR frio (Li et
al., 2008), o cualquier otro método de amplificacién de acidos nucleicos, seguido por la deteccion de moléculas
amplificadas utilizando técnicas bien conocidas por aquellos expertos en el arte. Especialmente Utiles son aquellos
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esquemas de deteccion disefiados para la deteccion de moléculas de acido nucleico si dichas moléculas estan
presentes en numeros muy bajos.

El andlisis de acidos nucleicos presentes en las microvesiculas es cuantitativo y/o cualitativo. Para el analisis
cuantitativo, las cantidades (niveles de expresion), ya sea relativa o absoluta, de los acidos nucleicos especificos
de interés dentro de las microvesiculas se miden con métodos conocidos en la técnica (descrito luego). Para el
andlisis cualitativo, las especies de acidos nucleicos especificos de interés dentro de las microvesiculas, ya sea de
tipo natural o variantes, se identifican con los métodos conocidos en la técnica.

También se describe una composicion de materia novedosa, una extraccion de acidos nucleicos a partir de
microvesiculas en el que el rARN 18S y 28S es detectable en la extraccién. Dichas extracciones de acido nucleico
se pueden lograr utilizando el método de extraccion de acido nucleico novedoso descrito en el presente
documento. Una extracciéon de acidos nucleicos de alta calidad de microvesiculas en una muestra bioldgica es
deseable en muchos casos. En algunos casos, una muestra de tejido no es facilmente accesible. Por ejemplo, una
muestra de tumor cerebral no puede generalmente obtenerse sin cirugia cerebral. En su lugar, una muestra de
microvesiculas a partir del suero del paciente con tumor cerebral es facilmente accesible. Con el fin de analizar los
acidos nucleicos en las células tumorales del cerebro, es mas facil analizar los acidos nucleicos en microvesiculas
de suero que son secretadas por las células tumorales del cerebro. Por lo tanto, en los casos en que se utilizan
acidos nucleicos en microvesiculas secretadas por las células del tejido para sustituir los acidos nucleicos de las
células del tejido, es deseable obtener acidos nucleicos de alta calidad que, contienen como los obtenidos de las
células del tejido directamente controles de calidad detectable, tal como rARN 18s y 28S. En otros casos, son
deseables los ARN pequefios de alta calidad. Las extracciones de acido nucleico descritas aqui contienen dichos
ARN pequefios de alta calidad junto con rARN 18s y 28S. Dichos ARN pequefios de alta calidad son importantes
para la evaluacion precisa de los acidos nucleicos para diversos fines, por ejemplo, el nivel de expresiéon de un
mMiARN particular.

También se describe un perfil nuevo, de alta calidad de los acidos nucleicos de microvesiculas en una muestra
biolégica. Dichos perfiles se generan mediante el andlisis de extracciones de acido nucleico que contienen rARN
18S y 28S. Dichos perfiles se pueden obtener con los métodos novedosos descritos en este documento. Los
perfiles de acidos nucleicos de alta calidad son muy deseables para muchos usos, tales como para uso como un
biomarcador para una afeccion médica o seleccién de terapia. Es deseable que dichos perfiles sean consistentes
entre muestras. Esta coherencia dificilmente se puede lograr sin extracciones de acido nucleicos de alta calidad.
Un perfil de los acidos nucleicos se puede obtener mediante el analisis de acidos nucleicos en microvesiculas que
son secretadas por las células de origen. Dichas microvesiculas se pueden aislar de una muestra biologica de facil
acceso, por ejemplo, orina, suero o plasma. Dichos perfiles de acidos nucleicos incluyen muchos ARN pequefios,
ARN mensajero, ARN microARN, no codificantes o una combinaciéon de los mismos. Dichos perfiles de acidos
nucleicos se pueden combinar con otros biomarcadores para lograr mayor precision de determinados resultados.

El perfil de los acidos nucleicos, por ejemplo puede ser una coleccion de aberraciones genéticas, que se utiliza
aqui para referirse a cantidades de &acido nucleico, asi como variantes de &cidos nucleicos dentro de las
microvesiculas. Especificamente, las aberraciones genéticas incluyen, sin limitacion, la sobreexpresion de un gen
(por ejemplo, oncogenes) o un panel de genes, bajo la expresiéon de un gen (por ejemplo, genes supresores de
tumores tales como p53 o RB) o un panel de genes, produccion alternativa de variantes de corte y empalme de un
gen o un panel de genes, nimero de copias de genes variantes de (CNV) (ADN doble, por ejemplo ADN) (Hahn,
1993), modificaciones de acidos nucleicos (por ejemplo, metilacion, acetilacién y fosforilaciones), polimorfismos de
nucleétido unico (SNPs), reordenamientos cromosdmicos (por ejemplo, inversiones, supresiones y duplicaciones),
y mutaciones (inserciones, supresiones, duplicaciones, sin sentido, sin sentido, sinébnimas o cualquier otro cambio
de nucleétido) de un gen o de un grupo de genes, que las mutaciones, en muchos casos, en Ultima instancia,
afectan la actividad y funcion de los productos génicos, que conducen a variantes de empalme alternativo de la
transcripcion y/o cambios de nivel de expresion génica.

La determinacion de dichas aberraciones genéticas puede ser realizada por una variedad de técnicas conocidas
por el experto en la materia. Por ejemplo, los niveles de expresion de acidos nucleicos, variantes de empalme y
corte alterativas, reordenamiento cromosémico y nimero de copias de genes se pueden determinar por andlisis de
micromatriz (Patentes Estadounidenses 6,913,879, 7,364,848,7,378,245, 6,893,837 y 6,004,755)y PCR
cuantitativa. En particular, cambios en nimero de copias se pueden detectar con el ensayo de genotipado del
genoma lllumina Infinium 1l o micromatriz Agilent Genoma Humano CGH (Steemers et al.,, 2006). Las
modificaciones de acido nucleico se pueden ensayar por o métodos descritos en, por ejemplo, la Patente
Estadounidense No. 7,186,512 y publicacion W0/2003/023065y pueden ser determinadas por Panel de cancer
OMAO0O03 lllumina metilacion del ADN. Se pueden detectar SNPs y mutaciones por hibridacion con sondas
especificas de alelo, la deteccién de mutaciones enzimatica, escisién quimica de heterodiplex no coincidentes
(Cotton et al., 1988), escisién de ribonucleasa de bases mal emparejadas (Myers et al., 1985), espectrometria de
masas (patentes Estadounidenses 6,994,960,7,074,563, y 7,198,893), secuenciacion de acidos nucleicos,
polimorfismo de conformacién de cadena unica (SSCP) (Orita et al, 1989), electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante (DGGE) (Fischer and Lerman, 1979a; Fischer y Lerman, 1979b ), electroforesis en gel de
gradiente de temperatura (TGGE) (Fischer y Lerman, 1979a; Fischer y Lerman, 1979b), polimorfismos de longitud
de fragmentos de restriccion (RFLP) (KAN y Dozy, 1978a; Kan y Dozy, 1978b), ensayo de ligacion de
oligonucledtidos (OLA) , PCR especifica de alelo (ASPCR) (Patente US No. 5,639,61 1), reacciéon en cadena de
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ligacion (LCR) y Estadounidense variantes (Abravaya et al., 1995; Landegren et al., 1988;. Nakazawa et al, 1994),
analisis de heteroduplex-citometria de flujo (W0/2006/113590) y combinaciones /modificaciones de los mismos. En
particular, los niveles de expresion de genes pueden ser determinados por el andlisis en serie de la expresion
génica técnica (SAGE) (Velculescu et al., 1995). En general, los métodos para el andlisis de aberraciones
genéticas se presentan en numerosas publicaciones, no se limitan a los que se citan en el presente documento, y
estan disponibles para los profesionales cualificados. El método de analisis adecuado dependera de las metas
especificas del analisis, la historia de afeccién del paciente, y el cancer especifico (s), enfermedades u otras
afecciones médicas que se pueden detectar, monitorizar o tratar.

Se debe entender que esta invencién no se limita a las metodologias particulares, protocolos y reactivos, descritos
en este documento, que pueden variar. La terminologia utilizada aqui tiene el propdsito de solo describir
realizaciones particulares, y no se pretende limitar el alcance de la presente invencion, que se define inicamente
por las reivindicaciones.

Ejemplos de la materia objeto descritos actualmente se establecen adelante. Otras caracteristicas, objetos y
ventajas de la materia objeto actualmente descrito seran evidentes a partir de la descripcion detallada, figuras,
ejemplos y reivindicaciones. Los métodos, dispositivos y materiales sustancialmente similares o equivalentes a los
aqui descritos pueden ser utilizados en la practica o ensayo de la materia actualmente descrita. Los métodos
ejemplares, dispositivos, usos y materiales se describen ahora.

Microvesiculas en orina
Ejemplo 1: células renales contienen cuerpos multivesiculares

Para examinar si las células renales arrojan microvesiculas, se utiliza microscopia electronica de transmision
(TEM) para determinar si las células renales contienen cuerpos multivesiculares que pueden dar lugar a
microvesiculas. Rifién de rata se regula por perfusiéon intravascular con 2,0% glutaraldehido en regulador
cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,4 (Electron Microscopy Sciences, PA), y los cortes de rifion se fijan mas durante la
noche a 4° C. Los cortes de muestra se enjuagan en regulador de cacodilato de sodio 0,1 M, después se fijan en
1.0% de tetréxido de osmio en regulador de cacodilato durante 1 h a temperatura ambiente, se enjuaga en
regulador de nuevo, luego se enjuaga en agua destilada (dH;0) y se tifien, en blogquean, en una soluciéon acuosa
de 2,0% de acetato de uranilo durante 1 hora a temperatura ambiente. Las muestras se enjuagan en agua
destilada y se deshidratan a través de una serie graduada de etanol al 100%. Las muestras se infiltran con resina
Epon (Ted Pella, CA) por inmersién durante la noche en una solucién 1: 1 de Epon: etanol. Al siguiente dia las
muestran se colocan en Epon fresco por varias horas y se incorpora en Epon durante la noche a 60° C. Se cortan
secciones finas en un ultramicrotomo Reichert Ultracut E, se recogen en rejillas de Formvar recubiertas, se tifien
con acetato de uranilo y citrato de plomo. Las muestras se examinan en un microscopio electrénico de transmision
JEOL 10] 1 JEM a 80 kv. Las imagenes se recolectan a través de sistema de imagen digital AMT (Advanced
Microscopy Techniques, MA). Como se muestra en la Figura 1, las imagenes del microscopio electronico de
transmisién (TEM) de MVBs se observan en las células de tejido renal de ratas. Los cuerpos multivesiculares
(MVB) se pueden identificar en las diversas regiones de la nefrona y conductos colectores, incluyendo podocitos,
tubulo proximal, extremidad descendente delgada, miembro ascendente grueso, recolectar célula principal del
conducto colectorbiomarcador y recolectar células intercaladas del conducto. Esto demuestra que los exosomas de
hecho se pueden liberar de varias regiones de la nefrona, asi como ambas células intercaladas y principales del
tubulo colector.

Ejemplo 2: Microvesiculas que existen en la orina

Para examinar las microvesiculas en si mismas, examinamos microvesiculas de orina humanas por TEM. La orina
humana se obtiene bajo los lineamientos del IRB aprobados del Hospital General de Massachusetts. La orina
luego se procesa por un método que consta de tres pasos: centrifugacion de orina a 300 g durante 10 min a 4° C,
centrifugacion del sobrenadante a 17,000 g durante 20 min a 4° C, y filtracién del sobrenadante a través de un filtro
de 0,8 uym (unidad de filtro de membrana de nitrato de celulosa, Nalgene, NY). Alternativamente, la orina que se
procesa mediante una filtracion de una solo etapa directamente a través de un filtro de 0.8 um sin ninguna etapa
previa a la centrifugacién. En cualquier caso, el filtrado luego se somete a ultracentrifugacién en 118,00g durante
70 min a 4° C, se retira el sobrenadante y el sedimento que contiene microvesicula se lava en PBS y re-sedimenta
a 118,000 g durante 70 min a 4° C.

En lugar de ultracentrifugacién, también se utiliza la concentracion de filtracién para aislar microvesiculas de las
muestras preprocesadas. El concentrador de filtrado (100kDa MWCO) (Millipore, MA) se prepara de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. El preprocesado filtrado se agrega al concentrador de filtracion y se centrifuga a
4,000g durante 4 min a temperatura ambiente. Se incluye una etapa de lavado de PBS de 15 ml.

Los sedimentos de microvesiculas se fijan, 1: 1 con 4% de paraformaldehido en dH,O. Diez (10) gotas pl se
pipetean en redes de oro de malla 200 recubiertas con formvar y extraen después de un minuto. Las muestras se
enjuagan 2 veces con gotas de dH20. Se aplica acido fosfotingstico 2,0% (PTA) acuoso (10 ul) durante 10 s, se
extrae y se lava una vez con dH;0. Las muestras se examinan en un microscopio electrénico de transmisién JEOL
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JEM 1011 a 80 kv. Las imagenes se recolectan a través de un sistema de imagen digital AMT (Advanced
Microscopy Techniques, MA). Como se muestra en la Figura 2, el sedimento se enriquece con microvesiculas. Las
microvesiculas algunas veces se agregan juntas o permanecen singulares en la imagen TEM.

Métodos mejorados para extraccion de acido nucleico de una muestra biologica

Ejemplo 3: La ultracentrifugacion es reemplazable con concentrador de filtracion con fines de aislamiento
microvesicular

Mostramos aqui que los concentradores de filtracion pueden producir microvesiculas viables para la extraccion de
ARN similar al método de ultracentrifugacién. Procesamos previamente 75 ml de orina mediante centrifugacion a
300 g durante 10 minutos a 4° C y 17.000 g durante 20 minutos a 4° C, y luego se filtra a través de un filtro de 0,8
um tal como se detalla en el Ejemplo 2. Luego, las microvesiculas se aislan a través de un concentrador de
filtracion 100 kDa MWCO (Millipore, MA) y a través de ultracentrifugacion con la digestion de RNasa,
respectivamente, y con y sin digestion con DNasa para eliminar la contaminacién de &cido nucleico
extramicrovesicular. Como se muestra en las figuras 3 y 4, el método de método de ultracentrifugacion y la
concentracion por filtracion producen concentraciones de ARN similares de 75 ml de muestras de orina con
ultracentrifugacion (Figura 4) a 410+28 pg/ul, y el concentrador de filtracién (Figura 3) a 381+47 pg/ul (media +
DE). No hay diferencia estadisticamente significativa entre los dos rendimientos. Estos datos demuestran que el
uso de concentradores de filtracién es un método fiable para el aislamiento de microvesiculas de orina para el
analisis de ARN.

Ejemplo 4: Procesamiento previo de la muestra con solo una etapa de filtracion previa 0.8 um es suficiente para el
proposito del aislamiento de microvesicula

Adicionalmente, se encuentra que las etapas de centrifugacion a baja velocidad a 300 g y 17,000 g podrian ser
eliminadas porque el procesamiento previo de orina con sélo una etapa de filtracion previa de 0,8 um es tan eficaz
como los métodos que incluye las etapas centrifugacion a baja velocidad. Como se muestra en las figuras 5y 6, el
perfil de acidos nucleicos utilizando un método de centrifugacién a baja velocidad acoplado con filtracién previa de
0,8 um (A) es el mismo que el perfil utilizando un método de sélo filtracién previa 0,8 um (B).

Ejemplo 5: Extraccion de acidos nucleicos y microvesiculas de orina con métodos que incluyen la eliminacion o
mitigacién de los factores adversos

Utilizamos un método mejorado para la extraccién de acidos nucleicos de microvesiculas. En este método, hemos
eliminado los factores adversos para extracciones de acidos nucleicos de alta calidad antes de romper las
membranas microvesiculares. Como se muestra en la Figura 7, las muestras 100 de orina se procesan
previamente al filtrar a través de una membrana 110 de filtro 0.8 ym. Las microvesiculas en los filtrados luego se
aislan ya sea por ultracentrifugacion o mediante concentracion 120 de filtraciéon, con detalles similares a los
descritos en el Ejemplo 2. Las microvesiculas aisladas se someten entonces a digestion de RNasa y/o DNasa para
eliminar los acidos nucleicos no contenidos dentro de las microvesiculas 130. Especificamente, las microvesiculas
se resuspenden en 1 yl/mL se RNasa A (DNasa libre y proteasa) (Fermentas, MD) en PBS y se incuban durante 1
hora a 37° C. Las muestras se vuelven a sedimentar a 118,000g durante 70 min en PBS. Para la digestién de
DNasa 1 el sedimento se resuspende en 500 pyl de PBS y ADNasa 1 (libre de RNasa) (Qiagen, CA) diluido en
regulador RDD (de acuerdo con instrucciones del fabricante) y se incuban a temperatura ambiente durante 10 min.
Las muestras se vuelven a sedimentar a 118,000g durante 70 min en PBS. Para la digestion de RNasa A y DNasa
1 de microvesiculas aisladas a través de concentradores de filtracién, se utiliza la misma concentracion de RNasa
y DNasa y las incubaciones se llevan a cabo en los concentradores de filtracion. Luego, se realiza una etapa
140de mejora de extraccion, por ejemplo, tres etapas de lavado/resuspension con 15 ml de PBS solo, o junto con
un tratamiento con proteasas. Después se aislan las microvesiculas, se digieren con las nucleasas y se tratan con
la proteasa, los acidos nucleicos 150. La extraccion de ARN se realiza utilizando el equipo RNeasy Micro (Qiagen,
CA) segun las instrucciones del fabricante. Brevemente, se utiliza 350 pl de regulador RLT (betamercaptoetanol
con 10 pl por ml de RLT) para lisar exosomas y 16 pl de agua libre de nucleasa se utiliza para elucion. El equipo
RNeasy Micro Plus (Qiagen, CA) esta disefiado para eliminar el ADN gendmico (gDNA) y se lleva a cabo de
acuerdo con las instrucciones del fabricante y se eluye en 16 pl de agua libre de nucleasa. Para aislamiento de
ARN pequefio utilizando el equipo RNeasy Micro o equipo RNeasy Micro Plus, el método de aislamiento de los
genes miARN se sigue de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ARN aislado se analiza 160 en un chip
de ARN Pico 6000 (Agilent, CA) utilizando un Agilent Bioanalyzer (Agilent, CA), que genera un perfil electroforético
y que corresponde al ‘seudogel’ de la muestra.

Como se muestra en las figuras 8 y 9, la calidad (en términos de rendimiento e integridad) de extraccién de ARN
de microvesiculas de orina aumenta a medida que mas proteasa se utiliza para tratar microvesiculas antes de
romper la membrana de las microvesiculas. En la Figura 8, los acidos nucleicos de microvesiculas en 20 ml de
orina se extraen mediante el método anteriormente mejorado, excepto que la extraccion de ARN se realiza
utilizando el equipo de giro Qiagen MinElute virus Qiamp. La muestra de orina se concentra con la concentracion
de filtracién y se eluye en 200 ul de PBS. Aqui, definimos la proteasa 1X como 0.027 AU; proteasa 5X como 0.135
UA; proteasa 10X como 0.27 UA; proteasa 25X como 0.675 AU; y 50X como 1.35 UA. Se observan picos de rARN
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18S y 28S de mayor integridad cuando la concentracion de proteasa se aumenta 5X de (A) a 10X (B). Del mismo
modo, como se muestra en la Figura 9, a concentraciones mas altas de la proteasa, 25X (A) y 50X (B), se observa
rARN 18S y 28S de mayor integridad, ademas aumento en los niveles de miARN pequefio. Estos datos sugieren
gue la adicion de proteasa puede aumentar el rendimiento y la integridad de rARN 18S y 28S, asi como ARN
pequefio y de microARN. Sospechamos que el efecto de la proteasa puede ser debido a su capacidad para digerir
RNasas y otros factores inhibitorios.

La adicion de una etapa de lavado de microvesiculas varias veces también mejora dramaticamente la calidad de
los acidos nucleicos extraidos de microvesiculas de orina. La etapa de lavado puede eliminar eficazmente los
factores adversos que impiden la extraccidon de acidos nucleicos de microvesiculas de orina de alta calidad. Las
muestras de orina de 20 ml cada una se utilizan para cuatro grupos de pruebas de extraccién de acidos nucleicos
Siguiendo el procedimiento anterior, excepto con algunas modificaciones. Para el grupo 1, las microvesiculas
aisladas se utilizan directamente para la extraccién de acidos nucleicos sin etapas intermedias. Para el grupo 2, las
microvesiculas se tratan con inhibidores de RNasa antes de extraccion de acido nucleico. Para el grupo 3, las
microvesiculas se lavan sin ningun tratamiento inhibidor de RNasa antes de extraccion de acidos nucleicos. Para
el grupo 4, las microvesiculas se lavan y se tratan con inhibidores de RNasa. Como se muestra en la Figura 38,
para el grupo 1de pruebas, la calidad de los acidos nucleicos extraidos es muy pobre con RIN de 3.63+2.3 y la
concentracion de ARN de 101.3+27.6 pg/ul. Para el grupo 2 pruebas (Figura 39), la calidad de los acidos nucleicos
extraidos es mas o menos similar a aquella en el grupo 1 de pruebas con RIN de 1.83 y 2.2 y la concentracién de
ARN de 101.6+88 pg/ul. Para el grupo 3 pruebas (Figura 40), la calidad de los acidos nucleicos extraidos se
mejora dramaticamente con RIN de 9.2+0.0 y la concentracion de ARN de 347.7+297.7 pg/ul. Para el grupo 4 de
pruebas (Figura 41), la calidad de los acidos nucleicos extraidos es similar a la del grupo 3 con RIN de 7,43+0.2 y
la concentracion de ARN de 346.3+32.7 pg/ul. Estos datos muestran que, sin etapas de lavado, la calidad de
extraccion de microvesiculas son inconsistentes, con una variacion relativamente mas alta que aquellas
extracciones donde las microvesiculas se habian lavados antes de la extraccion de acidos nucleicos.

Ejemplo 6: Uso de inhibidores de ARNasa para extraccion de acidos nucleicos a partir de microvesiculas de suero

Con el método mejorado anteriormente, también se pueden obtener extracciones de acidos nucleicos de alta
calidad de microvesiculas de suero. Aqui, se obtiene el suero de melanoma y sueros normales del paciente y
utilizando coctel inhibidor de RNasa SUPERase-In"™ (Ambion, Inc.) para el tratamiento de sedimento de
microvesiculas por resuspension. En una tanda de pruebas, aislamos microvesiculas de cuatro duplicados de
muestras de suero 1 ml de melanoma y se tratan los sedimentos de microvesiculas con 1.6 unidades SUPERase-
In/ul a una concentracion final. EI método de aislamiento de microvesicula es ultracentrifugacion y los sedimentos
de microvesiculas se tratan con DNasa durante 20 minutos a temperatura ambiente. Como se muestra en las
Figuras 10-13, la calidad de la extraccion de ARN de las cuatro muestras de suero de melanoma es baja e
inconsistente, con rendimiento de ARN de 543pg/ul, 607 pg/ul, 1.084 pg/ul, 1,090 pg/ul, e integridad del ARN
evaluado por la relacion de 28s/28s que es 1.7, 1.8, 1.3 y 0.6, respectivamente. En otra tanda de pruebas,
aislamos microvesiculas de dos duplicados de muestras de suero 1 ml de melanoma y tratan los sedimentos de
microvesiculas con 3.2 unidades de Superase-In p/l a una concentracion final. Como se muestra en las Figuras 14
y 15, la calidad de la extraccion de ARN de las dos muestras de suero melanoma tratadas con 3.2 unidades de
Superase-In/yl es generalmente mejor que la calidad de extraccién de ARN de aquellos tratados con 1.6 unidades
de SUPERase-In/yl. El rendimiento de ARN para las dos muestras de melanoma en suero es 3433 pg/ul y 781
pg/uly la relacion 28S/18S es de 1,4y 1 S, respectivamente.

Adicionalmente, hemos probado cuatro duplicados de 1 ml se muestras de suero normales en 1.6 unidades
SUPERase-In/ul y 2 duplicados de 1 ml de muestras de suero normales en 3.2 SUPERase-In/ul. Como se muestra
en las Figuras 16-19, la calidad de extraccion de ARN a 1.6 unidades de SUPERase-In/ul es baja rendimiento de
ARN siendo 995, 125 pg/ul 1027 pg/ul y 1206 pg/ul, y siendo la relacion 28S/18S 1.3, 1.6, 1.6, 1.8,
respectivamente. En contraste, como se muestra en las Figuras 20 y 21, la calidad de la extraccion de ARN en 3.2
unidades de SUPERase-In/ul aumenta con el rendimiento de ARN de 579 y 952 pg/ul, y la relacion 28S/18S siendo
1.6 y 2.3, respectivamente.

Ejemplo 7 Uso de agentes potenciadores de extraccion para extraccion de acido nucleico de una muestra biologica

En los Ejemplos 3 y 4, los resultados de las pruebas sugieren que el tratamiento con potenciadores de extraccion
puede aumentar la calidad de la extraccibn de ARN a partir de microvesiculas. Se espera que dichos
potenciadores de extraccion tengan efectos similares en otras muestras biolégicas. Como se muestra en la Figura
22, un método novedoso de extraccion de acidos nucleicos requiere una etapa de practicar una operacion
potenciacion en la extraccion de la muestra biolégica. Dicho método se puede ejemplificar en el siguiente
experimento de extraccion de acidos nucleicos concebido. Un médico le receta una prueba de un biomarcador del
tumor de un paciente. A la sangre 5 ml se extrae entonces del paciente. La muestra 200 de sangre veces se
procesa previamente para obtener el suero sanguineo. Luego se realiza una operacion 210 de mejora, por
ejemplo, una cantidad apropiada de potenciador de extraccion se agrega al suero y la mezcla se incuba durante 30
minutos a 37° C. Los acidos nucleicos del suero tratado luego, se extraen utilizando métodos de extraccion
regulares, tales como se detalla en el Ejemplo 5 220 y se analiza utilizando Agilent BioAnalyzer 230. Se espera
que dicha extraccion produzca acidos nucleicos de alta calidad de la muestra bioldgica.
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Acidos nucleicos de Microvesiculas de Orina como Biomarcadores
Ejemplo 8: microvesiculas de orina se contaminan por libre, extra-microvesicula, ADN celular

Se separa una muestra de orina en dos muestras duplicadas de 25 ml y se aislan microvesiculas de las dos sub-
muestras mediante centrifugacion diferencial como se detall6 anteriormente. En una submuestra, se tratan las
microvesiculas con DNasa y se extraen los acidos nucleicos de las microvesiculas tratadas como se detallo
anteriormente. En otra submuestra, no tratamos las microvesiculas con ADNasa y acidos nucleicos extraidos de
las microvesiculas no tratadas. Como se muestra en la Figura 23, las microvesiculas de orina aisladas
contaminadas con ADN no celular, extra-microvesicula libre, el ADN no celular contaminado. Cuando se utiliza
equipo RNeasy micro para la extraccion de acido nucleico (Figura 23 Ay B), el resultado muestra que se observan
mas acidos nucleicos en la muestra sin tratar (A) que la muestra tratada (B) desde el pico en (A) es generalmente
mas alta que el pico en (B).

En otra prueba, se realiza una prueba similar, excepto que se utilizan muestras de suero en vez de muestras de
orina. Como se muestra en la Figura 24, el ADN libre, extra-microvesicula no celular también contamina las
microvesiculas de suero aisladas. Se observan mas acidos nucleicos en la muestra no tratada con DNasa (A) que
la muestra tratada con DNasa (B) ya que el pico en (A) es generalmente mas alto que el pico en (B). Del mismo
modo, cuando se utiliza el equipo mirVana para la extraccioén de acido nucleico, como se muestra en la Figura 23
(C) y (D), el resultado también demuestra que se observan mas acidos nucleicos en la muestra sin tratar (C) que la
muestra tratada (D) ya que el pico en (C) es generalmente mas alto que el pico en (D). Los acidos nucleicos
adicionales de la muestra no tratada son probables DNasa susceptibles “cuerpos apoptoticos” susceptibles porque
la DNasa susceptible “escaleras como cuerpos apoptéticos fueron vistas como se muestra en el pseudogel en la
Figura 24 C. En las muestras de orina y suero, la cantidad del ADN de extra-microvesicula, no celular libre varia
entre sujetos, pero el tamafio de este ADN esta en el intervalo de aproximadamente 25 a 1.500 pares de bases.

Ejemplo 9: Las microvesiculas de orina en su mayoria no se contaminan con ARN libre, extramicrovesicula, no
celular

Separamos una muestra de orina en dos muestras duplicadas de 25 ml y las microvesiculas aisladas de las dos
sub-muestras mediante centrifugacion diferencial como se detalla anteriormente. En una submuestra, se tratan las
microvesiculas con RNasa y se extraen acidos nucleicos de las microvesiculas tratadas como se detalla
anteriormente. En otra submuestra, no tratamos las microvesiculas con RNasa y acidos nucleicos extraidos de las
microvesiculas no tratadas. Como se muestra en la Figura 25, casi no hay ARN extra-microvesicula, no celular
contaminado de microvesiculas aisladas. La curva de la muestra no tratada con RNasa (A) en su mayoria se
superpone con la curva de la muestra tratada con RNasa (B), lo que sugiere que no hay extra-microvesicula libre,
el ARN no celular asociado con las microvesiculas aisladas. Esto se puede deber a la presencia de ribonucleasas
en orina.

Ejemplo 10: Los perfiles de acidos nucleicos son similares en las microvesiculas de orina y las células renales
medidas por Agilent BioAnalyzer.

Se extraen los acidos nucleicos de microvesiculas de orina y tejidos renales (rifion) y se comparan sus perfiles. El
método de extraccion de microvesiculas de orina de como se detalla en el Ejemplo 5. Las muestras de rifion de
rata se procesan a través del equipo RNeasy Mini y el equipo RNeasy Plus. Para determinar la cantidad de ARN
pequefio en la muestra de rifién de rata, también se procesan ambos equipos utilizando el método de aislamiento
miARN de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Como se muestra en la Figura 26, sus perfiles (A-renales, B-microvesicula) son muy similares incluyendo la
presencia e integridad de los picos rARN 1 8s y 28S. Dichos picos de rARN 18s y 28s no se han visto en
microvesiculas derivadas de los medios derivados del suero o de cultivo celular como se reportd anteriormente.

Ademas de las similitudes en los picos de rARN, las microvesiculas de orina también contienen perfiles pequefios
de ARN similares obtenidos de células renales. Como se muestra en la Figura 27, ambos microvesiculas de orina
(B) y del tejido renal (A) contiene ARNs pequefios (alrededor de 25-200 pares de bases) y se comparten patrones
similares.

Estos datos sugieren que utilizando el método de extraccion de acido nucleico novedoso descrito aqui, los perfiles
en microvesiculas de orina se pueden utilizar para examinar los perfiles en las células renales de las que se
originan las microvesiculas.

Ejemplo 11: perfiles de ARN en microvesiculas de orina son diferentes de aquellos de la orina completa.

Descubrimos que los perfiles de ARN en microvesiculas de orina son diferentes de aquellos de orina completa. Se
utiliza 75 ml de muestras de orina duplicadas para las pruebas. Se aisla el ARN de microvesiculas de orina al
primero procesar previamente por primera la orina por 300 g durante 10 min a 4° C, la centrifugacion del
sobrenadante a 17,000 g durante 20 min a 4° C, y filtracion del sobrenadante a través de un filtro de 0,8 pm
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(unidad de filtro de membrana de nitrato de celulosa, Nalgene, NY), seguido por las etapas como se detalla en el
Ejemplo 5. El ARN de orina completa se aisla utilizando el equipo de aislamiento de ARN de orina ZR (Zymo
Research, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para extraer el ADN de la muestra procesada
Zymo, el ARN eluido se vuelve a suspender en 350 pl de regulador RLT y SE procesa a través del equipo RNeasy
Micro Plus, que utiliza DNasa para eliminar el ADN asociado, y se eluye en 16 pl de agua libre de nucleasa.

Como se muestra en la Figura 28, una gran cantidad de acido nucleico se puede aislar utilizando el equipo de
aislamiento de ARN de orina ZR cuando no se utiliza DNasa (A). Sin embargo, el perfil parece amplio y carece de
picos de rARN 18S y 28S. Adicionalmente, el perfil cambia significativamente (B) cuando se utiliza DNasa, lo que
sugiere la mayor parte del extracto se ADN en la naturaleza. En contraste, como se muestra en la Figura 29, las
microvesiculas de perfil de ARN de la misma muestra de orina es en general muy diferente del perfil de toda la
extraccién de orina. En el perfil de microvesiculas, hay picos de 18S y 28S. Adicionalmente, el ARN de
microvesiculas es mas abundante de toda la orina. La digestion DNasa de las extracciones microvesiculas FIOM
no afecta el pico de rARN de manera significativa cuando se compara el perfil sin tratamiento con DNasa (A) para
el perfil con tratamiento con DNasa (B). Los perfiles de ARN FIOM los sedimentos de 300g (Figura 30) y los
sedimentos de 17,000 g (Figura 31) fueron similares a aquellas de toda la extraccion de orina. En ambos de estos
perfiles, los picos disminuyen sustancialmente después del tratamiento con DNasa cuando comparamos el perfil
sin tratamiento con DNasa (A) con el perfil con tratamiento con DNasa (B). Estos datos sugieren que el ADN es la
especie predominante en la extraccion, y no los picos rARN 18s y 28S detectables. Por lo tanto, junto con los datos
del Ejemplo 10, los perfiles de ADN de microvesiculas de orina es mas similar a los perfiles de células renales que
a los perfiles de orina conjunto. Adicionalmente, la integridad de extraccién de ARN de microvesiculas es por lo
menos 10 veces mejor que la orina completa.

Ejemplo 12: Las microvesiculas de orina contienen tanto ARN como ADN.

Se determina si las microvesiculas de orina contienen ARN, ADN, o ambos al tratar los primeros sedimentos tanto
con RNasa y DNasa para eliminar contaminaciones libres, extra-microvesiculas, no celulares seguidas de
digestion de RNasa y/o DNasa de acidos nucleicos dentro de microvesiculas durante columna con base en
aislamiento de acidos nucleicos. La digestion de RNasa (B) casi completamente abole el perfil de acido nucleico
(Figura 32) en comparacion con aquella sin digestion de RNasa (A). Estos datos sugieren que el ARN representa
el acido nucleico mas abundante dentro de microvesiculas. Como se muestra en la Figura 33, después de la
digestion en columna de las muestras tratadas con RNasa con DNasa (B), el pico solo se reduce 20s después de
digestion adicional DNasa el interior en comparacién con el pico de la digestion adicional antes de DNasa (A). Esta
reduccion demuestra que una pequefia cantidad de material de DNasa digestible estaba presente dentro de
microvesiculas, probablemente ADN.

Ejemplo 13: Las microvesiculas de orina contienen transcritos de ARNm que codifican genes especificos de de
varias regiones de la nefrona y el conducto colector.

Como se muestra en el Ejemplo 10, los perfiles de acidos nucleicos son similares en microvesiculas de orina y
células renales medidas por Agilent BioAnalyzer. Aqui mostramos adicionalmente que las microvesiculas
contienen transcripciones de ARNm que codifican genes especificos a diversas regiones de la nefrona y conducto
colector. La microvesiculas de orina se aislan de 200 ml de orina de cuatro sujetos humanos (23 a 32 afios de
edad) y se digieren con ARNasa y ADNasa antes de la lisis de exosoma y extraccion de ARN a. detallado en el
Ejemplo 5. El ARN extraido se somete a dos rondas de amplificacion de mARN utilizando RiboAmp (Molecular
Devices, CA). Para la riboamplificacion para la primera ronda de las muestras etapa de transcripcién in vitro se
incuban a 42° C durante 4 horas y para las segundas las muestras de etapa de transcripcién se incuban a 42° C
durante 6 horas. EI ARN amplificado se desnaturaliza durante 5 minutos a 65° C y se somete a sintesis de primera
hebra de cADN como se describe en el protocolo Qiagen Omniscript (Qiagen, CA). Ambos genes GAPDH y beta-
actina se identifican en todas las muestras (Figura 34A). Examinamos 15 transcripciones caracteristicas de las
diversas regiones de nefrona y conducto colector (Figura 34B). Estas proteinas y receptores incluidos se implican
en diversas enfermedades renales incluyendo podocina del glomérulo, cubilina del tibulo proximal y acuaporina 2
del conducto colector.

Para muestras humanas, los cebadores PCR utilizados son : ACTB UTR, directo 5'-
GAAGTCCCTTGCCATCCTAA-3', inverso ‘5-GCTATCACCTCCCCTGTGTG-3'; GAPDH EX, directo 5'-
ACACCCACTCCTCCACCTTT-3 inverso 5- TGCTGTAGCCAAATTCGTTG-3’; NPHS2 UTR, directo 5'-
AACTTGGTTCAGATGTCCCTTT-3', inverso 5-CAATGATAGGTGCTTGTAGGAAG- 3'; LGALS 1 EX, directo 5'-
GGAAGTGTTGCAGAGGTGTG-3, inverso 5'- TTGATGGCCTCCAGGTTG-3; HSPG2 UTR, 5-
AAGGCAGGACTCACGACTGA-3, inverso 5-ATGGCACTTGAGCTGGATCT-3; CUBN EX, directo 5'-
CAGCTCTCCATCCTCTGGAC-3’, inverso 5-CCGTGCATAATCAGCATGAA-3; LRP2 EX, directo 5 ‘-
CAAAATGGAATCTCTTCAAACG-3’, inverso 5- GTCGCAGCAACACTTTCCTT-3'; AQP 1 UTR, directo 5'-
TTACGCAGGTATTTAGAAGCAGAG-3, inverso 5- AGGGAATGGAGAAGAGAGTGTG-3’; CA4 UTR, directo 5'-
ATGATGGCTCACTTCTGCAC-3’, inverso 5-TCATGCCTAAAGTCCCACCT-3'; CLCN5 EX, directo 5'-
GTGCCTGGTTACACACAACG-3"re verse 5- AGGATCTTGGTTCGCCATCT-3’; BDKRBI UTR, directo 5'-
GTGGTTGCCTTCCTGGTCT-3’, inverso 5-ATGAAGTCCTCCCAAAAGCA-3’; CALCR UTR, directo 5'-
ATTTTGCCACTGCCTTTCAG-3' , inverso 5- ATTTTCTCTGGGTGCGCTAA-3’; SCNNID UTR, directo 5'-
GCGGTGATGTACCCATGCT-3’, inverso 5-CTGAGGTGGCTAGGCTTGA-3’; SLC 12A3 EX, directo 5'-
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AGAACAGAGTCAAGTCCCTTCG-3', inverso 5- TATGGGCAAAGTGATGACGA-3’; AQP2 UTR, directo 5'-
GCAGTTCCTGGCATCTCTTG-3', inverso 5-GCCTTTGTCCTTCCCTAACC-3'; ATP6V1B1EX, directo 5 ‘-
AGGCAGTAGTTGGGGAGGAG-3', inverso 5- CGAGCGGTTCTCGTAGGG-3'; SLC12Al1EX, directo 5'-
CAGATGCAGAACTGGAAGCA-3 ‘', inversa 5-GGAAGGCTCAGGACAATGAG-3'. “UTR” se refiere a cebadores
designados en el UTR y “EX” se refiere a cebadores designados a través de exones. El protocolo de PCR es 5 min
a94° C; 40 s a 94° C; 30 s a 55° C; 1 min a 65° C durante 30 ciclos; y 68° C durante 4 min. Para muestras de
ratbn los cebadores utilizados son: AQP2: directo 5-GCCACCTCCTTGGGATCTATT-3'inverso 5'-
TCATCAAACTTGCCAGTGACAAC- 3’; subunidad V-ATPasa B1: directo 5'-CTGGCACTGACCACGGCTGAG-3’,
inverso 5'- CCAGCCTGTGACTGAGCCCTG -3'. El protocolo de PCR es 5mina 94° C; 40 Sa94° C,30s a55°C,
1 min a 65° C durante 30 ciclos; y 68° C durante 4 min.

Como se muestra en la Figura 34, el Panel A, las transcripciones de mARN amplificada RiboAmp de ARNm de
beta-actina y GAPDH son facilmente detectables en el seudogel generado por BioAnalyzer en microvesiculas de
orina de los cuatro sujetos humanos. Con fines de aclaracion, las seis regiones de nefrona y conducto colector se
muestran en la Figura 34, Panel B. Como resultado del andlisis de RT-PCR de ARNm de RiboAmped de
exosomas urinarios, las siguientes transcripciones en las seis regiones también son facilimente detectable: region 1
Glomérulo: NPHS2 - podocina, LGALSI - Galectina-1 , y HSPG2 - proteoglicano de sulfato de heparano (Figura
35); regién 2 Tabulo préoximo: CUBN - cubilina, LRP2 - megalina, AQP 1 - acuaporina 1, CA4 - anhidrasa
carbonica4, y CLCN5S - proteina de canal de cloruro 5 (Figura 35); region 3 Extremidad descendente delgada:
BDKRBI - bradiquinina B 1 receptor (Figura 36); region 4 Extremidad ascendente medularmente gruesa: CALCR -
receptor de calcitonina, y SCNNID - subunidades de canal de sodio sensible a amilorida delta (Figura 36); y; region
6 conductos colectores: AQP2 - acuaporina 2, ATP6V 1 B 1 - vATPasa B 1 subunidad, y SLC 12A 1 --rifién
especifica Na-K-Cl symporter (Figura 36).

Por lo tanto, las transcripciones de ARNm de todas las regiones renales examinadas se pueden identificar, lo que
sugiere que las microvesiculas que contienen ARNm se liberan de todas las regiones de la nefrona y conducto
colector, y las microvesiculas pueden ser una fuente no invasiva novedosa de biomarcadores de acido nucleico
para las enfermedades renales .

Ejemplo 14: Algunas transcripciones de mARN dentro de microvesiculas de orina son especificas a células renales

Si se utilizan acidos nucleicos en microvesiculas para examinar los genes invasivos no renales en las
enfermedades, las transcripciones en microvesiculas deben ser especificas a las células renales. Aqui, mostramos
gue las transcripciones de mARN son especificas de células renales. Utilizamos ratones transgénicos en el que la
subunidad V-ATPasa B 1 esta ausente. La ausencia de subunidad V-ATPasa B 1 conduce a acidosis renal en los
ratones ((Finberg KE, Wagner CA, Bailey MA, et al., The Bl-subunit of the H(+) ATPase is required for maximal
urinary acidijication. Proc Natl Acad Sci USA 102:13616-13621, 2005).

Todos los experimentos con animales se llevan a cabo de acuerdo con las directrices de ética de animales
aprobadas en el Hospital General de Massachusetts. Se ha descrito La subunidad V-ATPasa B1 de subunidades
de animales transgénicos (Finberg KE, Wagner CA, Bailey MA, et al. The Bl-subunit of the H(+) ATPase is required
for maximal urinary acidification. Proc Natl Acad Sci USA 102:13616-13621, 2005). Para la recoleccion de orina,
los animales fueron enjaulados en jaulas metabdlicas en grupos de dos (n = 4 animales por grupo) durante un
periodo de 72 horas (se puede obtener suficiente ARN al enjaular un animal por jaula, y se recoge la orina para el
aislamiento de microvesiculas y andlisis como se ha descrito anteriormente para la orina humana. Para la
extraccién del rifion, los animales se anestesian utilizando pentobarbital sédico (Nembutal) (Abbott Laboratories,
IL) (65 mg/kg de peso corporal i.p.), y los rifiones retiran y se congelan en nitrégeno liquido inmediatamente.
Utilizando un pistilo y mortero en un bafio de nitrégeno liquido, el rifion congelado se muele, se resuspende en
ARNlater (Qiagen, CA) y se almacenan en alicuotas a 1 ml —a 80° C. Para extraccion de ARN, una parte de la
alicuota se descongela en hielo y se lisan en 50 pl regulador RLT de 350 pl (con 10 pl de beta- mercaptoetanol por
ml de RLT). Las muestras de rifién de ratén se procesan a través del equipo RNeasy Mini (Qiagen, CA) con la
inclusién de la etapa de digestion de ADN.

Para andlisis de PCR en tiempo real, el ARN extraido de microvesiculas de orina de raton se desnaturaliza durante
5 minutos a 65° C y se somete a sintesis de la primera hebra de cADN como se describe en el protocolo Qiagen
Sensiscript (Qiagen, MD). Para cebadores de transcripcion inversa Sensiscript oligo- dT se utilizan a una
concentracion final de 1uM (Applied Biosystems, CA). El cADN resultante se utiliza en el equipo de TagMan
PreAmp Master Mix de acuerdo con la guia de fabricacion utilizando 14 ciclos de preamplificacion (Applied
Biosystems, CA). El producto de preamplificaciéon se diluye 1: 20 con regulador 1X TE (Promega, WI) EI cADN
resultante se utiliza como molde para la PCR en tiempo real de acuerdo con la guia de preamplificacion Tagman
(Applied Biosystems, CA) se mide la concentracion de ARN del rifién de raton en un SmartSpec 3000 (Bio-Rad,
CA) y todas las muestras se diluyen a 90 ng/pl. EI ARN de rifién de ratén se desnaturaliza durante 5 minutos a 65°
C y se somete a sintesis de la primera hebra de cADN como se describe en el protocolo Qiagen Omniscript
(Qiagen, MD). En los cebadores de transcripcion de Omniscript inverso oligo-dT se utilizan a una concentracion
final de 1uM (Applied Biosystems, CA) y 1 ul del cADN resultante se utiliza luego por pozo en tiempo real de
reaccion PCR subsiguiente. La reaccién de PCR en tiempo real se realiza utilizando TagMan Gene Expression
Master Mix y Expression Assays (Numero GAPD de ratén 4352339E y ensayo de ratdén Atp6vib2 identificacion del
MmO0043 1996_MH) en un Sistema de PCR ABI 7300 en tiempo real (Applied Biosystems, CA).
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Se extrae el ARN de tejidos de rifién, asi como de microvesiculas de orina de ratones transgénicos. Se examina la
expresion de mARN de la subunidad B1 V-ATPasa y acuaporina 2 (AQP2) mediante RT-PCR. Como se muestra
en la Figura 37, el Panel A, no se detecta la transcripcion de subunidad V-ATPasa Bl en muestras de
microvesiculas de orina y de rifion de ratones mutantes dobles y muestras de (B1-/-), que es consistente con el
hecho de que el gen de la subunidad B1 V-ATPasa se inactiva en estos ratones. En contraste, subunidad
transcripcion la V-ATPasa B 1 esta presente en las muestras de rifién y microvesiculas de ratones de tipo natural
(BU +/+). El mMARN AQP2 se detecta facilmente en el rifion y la muestra de microvesicula de ratones con el raton
transgénico B1 o ratones de tipo natural, que se espera debido a la eliminacién de la subunidad B1 V-ATPasa no
afecta la expresién de AQP2. Adicionalmente, como se muestra en la Figura 37, Panel B, el nivel de expresion de
la subunidad B2 V-ATPasa en microvesiculas del transgén Bl no es estadisticamente diferente del nivel en
microvesiculas de los ratones de tipo natural. Esto también es cierto para el nivel de subunidad de expresion de B2
V-ATPasa en células de rifion de ratones transgénicos en comparaciéon con el nivel en células de rifién de los
ratones de tipo natural. Por lo tanto, las transcripciones presentes en células de rifion pueden ser detectados en
microvesiculas de orina segregadas por las células de rifion, y las transcripciones ausente en las células renales
no se pueden detectar en las microvesiculas de orina secretadas por la célula de rifion. De acuerdo con lo anterior,
las transcripciones en microvesiculas de orina son especificas de células renales y son biomarcadores no
invasivos de transcripciones de células renales.

Ejemplo 15: Las microvesiculas de orina contienen transcripciones de ARN no codificantes

Se aislan microvesiculas de orina y los acidos nucleicos se extraen de acuerdo con el método anterior detallado en
el Ejemplo 5. Se realiza una secuenciacion profunda de ARN de microvesiculas de orina y encontramos que
existen areas al azar en determinados cromosomas que muestran la transcripcién extrema. Cuando se trazan el
namero transcripcién frente a la posicion en el cromosoma, estas transcripciones aparecen como “Picos”. Estas
transcripciones se expresan con mayor abundancia en marcadores endégenos conocidos como GAPDH o actina,
y por lo general en regiones no codificantes del cromosoma. Los niveles de expresion relativamente altos de estas
secuencias de pico sugieren que estas secuencias también pueden cumplir una funcién importante en la activacién
de cromosomas y la regulacion celular.

Se identifican 29 regiones donde se presentan mas de 500 picos. Las 29 regiones se muestran en la Figura 42 y
corresponden a las SEQ ID NOS. 1-29. Los picos graficados en estas 29 regiones se muestran en las Figuras 45-
73. El analisis de PCR de las secuencias de las transcripciones pico mas altamente expresadas demuestran que
estan realmente presentes dentro de ambas microvesiculas de orina humanas y células de rifion humano, lo que
sugiere que estas secuencias no son un artefacto de secuenciaciéon de profundidad. Los cebadores utilizados para
ampliar las regiones abundantes de pico 10 se muestran en la Figura 43. La PCR se realiza de acuerdo con el
siguiente programa: la desnaturalizacion inicial a 95°C durante 8 minutos; 30 ciclos de tres etapas de
desnaturalizacion a 95° C durante 40 segundos, la hibridacién a 55° C durante 30 segundos, y elongacion a 65° C
durante 1 minuto; elongacion final a 68° C durante 5 minutos; y en espera a 4° C antes de su analisis BioAnalyzer
de la reaccién. Como se muestra en la Figura 44, la amplificacién de cada una de estas 10 regiones da resultados
positivos utilizando plantillas en ambas microvesiculas humanos urinario (A) y células de rifion humano (B), lo que
sugiere que estas transcripciones pico estan realmente presentes dentro de microvesiculas y células de rifién
humano.

Estas transcripciones pico abundantes se pueden utilizar para evaluar la calidad de una extraccion de acido
nucleico de una muestra biolégica. Por ejemplo, la cantidad de cualquiera de las transcripciones de aguja se puede
utilizar para evaluar la calidad de los acidos nucleicos a partir de microvesiculas de orina en lugar de marcadores
comunes, tales como moléculas de polinucleétido GAPDH o ACTINA. La cantidad de ARN de GAPDH o ACTINA
en microvesiculas de orina es tan bajo que una etapa de extraamplification, por ejemplo, un RiboAmp, se requiere
para medir su cantidad. En contraste, la cantidad de cualquiera de las transcripciones de pico es tan alta que no es
necesaria etapa de extra-amplificacion. Por lo tanto, el uso de estas transcripciones pico puede hacer la evaluacion
de la calidad extraccion de acidos nucleicos mas eficiente y mas simple. Por lo tanto, se describe un nuevo método
para evaluar la calidad de una extraccion de acido nucleico de una muestra biolégica, por ejemplo, una muestra de
orina humana. El método se puede llevar a cabo mediante la extraccion de acidos nucleicos a partir de una
muestra biol6gica, medir la cantidad de cualquiera de las transcripciones pico, y comparar la cantidad con un
estandar que se ha establecido para la muestra bioldgica particular. El establecimiento de dicho estandar puede
ser, por ejemplo, una cantidad media de pico de dicha transcripcion extraida de 10 muestras de orina humana
normales realizadas por un profesional experimentado en biotecnologia.

Aunque la presente invenciébn se ha descrito con referencia a determinadas realizaciones, numerosas
modificaciones, alteraciones y cambios a las realizaciones descritas son posibles sin apartarse del ambito y el
alcance de la presente invencion, como se define en las reivindicaciones adjuntas. En consecuencia, se pretende
gue la presente invencion no se limitara a las realizaciones descritas, sino que tiene el alcance total definido por el
lenguaje de las siguientes reivindicaciones y equivalentes de las mismas.
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gtccctectta atcatggect cagttccata aaccaacaaa atagaaccge ggteoctattc
cattattcet agetgeggta tcoccaggegac ttggacetge tttgaacact ctaatttttt

caaagtaaac gctttgggee geg

<210> 11

<211>212

<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS

<400> 11
ccacgtaggg taggcacacg ctgagccagt cagtgtageqg cgegtgecagt cccggacate
taagggcatec acagatctgt tattgetcaa tttegggtgg ctgaaggcca cttgtcecccte

taagaagttg ggggacgccg accgeteggg ggtcacgtaa ctagttageca tgccagagte

tegttggtta ttggaattaa ccagacaaat ca

<210> 12

<211> 588

<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS

<400> 12

tagtgatgaa acataacaat acaggactct ttcgaggtcc tgtaattgga atgagtccac
tttaaatcct ttaacgaaga tccattggag ggcaagttta gtgccagcag ccgeggtaat

tccagecteca atagegtata ttaaagttge tgcagttaaa aagectecctag ttggatcttg

25

60
120
180
240

271

60
120

143

60

120

180

212

60

120

180
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ggagcgggcg ggcagtcege catgaggega gecactgeoce gtcccegoece cttgectett 240
ggcgeccccct cgatgetett agetgagtgt tccgeggeoce aaagegttta ctttgaaaaa 300
attagagtgt tcaaageagg tccaagecge ctggataccg cagctaggaa taatggaata 360
ggaccgeggt tetattttgt tggtttatgg aactgaggee atgattaaga gggacagctg 420
ggggcatttg tattgcaccg ctagaggtga aattcttgga ccggecgcagt ttggaccaga 480
gtgaaagcat ttgccaagaa tgttttcatt aatcaagaat gaaagtcgga ggttcgaaga 540
cgatcagata cecgtggtagt tetgaccata aacgatgeeg actggeaa 588

<210> 13

<211> 137

<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS

<400> 13

gatttgtctg gttaattcca ataaccaacqg agactctgge atgctaacta gttacgtgac 60
ccecgagegg teggegbtecce ccaacttett agagggacaa gtggecettea gecacccgaa 120
attgagcaat aacagat 137

<210> 14

<211> 266

<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS

<400> 14

agaatccecg ccccgeggtyg gggegeggga aatgtggegt acggaagace cactcceegg 60
cgecgetegt gtggggccca agtecttetg atcgaggece gegacctcag atcagacgtg 120
gcgacccget gaatttaage atatttgtca geggaggaaa agaaactaac caggattece 1ad
tcagtaatgg cgagtgaaca gggaagagcc cagecgccgaa tccccgccce goeggtggggce 240
gcgggaaatg tggegtacgg aaaaat 266
<210> 15

<211> 167

<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS

<400> 15

26



10

15

20

ES 2547715713

atttttccgt acgeccacatt tececgegece cacegegggyg cggggatteg gegetggget 60
cttcecctgtt cactcgecat tactgaggga atecctggtta gtttctttte ctcegetgac 120
aaatatgctt aaattcagecg ggtcegceccacg tctgatctga ggtegeg 167
<210> 16

<211> 171

<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS

<400> 16

tgactgctgg cgatggeccgg gtatgggect gatgeteccag tgeccatccat tttcaggget 60

agttgattcg gecaggtgagt tgttacacac tccttagtgg attctgactt ccatggecac 120

cgtectgetg tctatatcaa ccaacacett ttetggggte tgatgagega g 171

<210> 17

<211> 164

<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS

<400> 17
ctecgetcate agaccccaga aaaggtgttg gttgatatag acagcaggac ggtggecatg 60
gaagtcagaa tccactaagg agtgtgtaac aactcacctg ccgaatcaac tagecctgaa 120

aatggatgge actggagcat caggcccata cccggccate geeca 164

~21018~
<211>121
<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS

<400> 18
cttggaataa tggaatagga ccacagttct attttgttgg ttttcggaac tgaggecatg 60
attaagaggg acggccgggg geattcatat tgcaccgeta gaggtgaaat tcottggactg 120
g 121
<210> 19
<211>97
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<212> ADN
<213> HOMO SAPIENS

<400> 19

gtgcagatct tggtggtagt agcaaatttt caaatgagaa ctttgaaggc cgaagtggag

aagggttcca tgtgaacage agttgaacat gggtcce

<210> 20

<211> 245

<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS

<400> 20
atcgecagtt ggcategttt atggtcggaa ttacaacggt atctgategt cttcgaacct
ccgacttteg ttcttgatta atgaaaacat tcttggecaaa tgettteget ctggtcetaaa
ctgccagtcc aagaattteca cctcetagegg tgecaatatga atgeccecegg cegtecctet
taatcatggc ctcagttceg aaaaccaaca aaatagaact gtggtcectat tcecattatte

caagc

<210> 21
<211> 95
<212> ADN
<213> HOMO SAPIENS
<400> 21
gggacccatg ttcaactgct gttcacatgg aacccettete cactteggee ttcaaagtte

tecatttgaaa atttgetact accaccaaga tcetge

<210> 22

<211> 216

<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS

<400> 22

28

60

97

60
120
180
240
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60
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tttgcegtgeg goccgggeget tggegecaga agecgagagec cctcaggget cgeccccccg

cctcaceggg tcagtgaaaa aacgatcaga gtagtggtat ttcaceggeg geccegcaggg

ccggecagace ccgecctgga ccoctegegg ggacaceggg gggogeeggg ggecteccac

ttattctaca cctctcacgt ctecttcaccg tgccag

<210> 23

<211> 229

<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS

<400> 23

gettgactet agtetggecac
ccggecgecce ccggtgtccce
gceggtgaaa taccactact

gcecctgaggg gectctegett

<210> 24

<211> 592

<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS

<400> 24
tctacctace
tgcatgtcta
atggttecctt
atacatgceg
aaccaacccqg
gactctagat
gtetgeeccta
gggaatcagg
gcagcaggcg

acaggactct

<210> 25
<211> 670

<212> ADN

tacctggttg
agtacgecacg
tggtcgctcg
acgggegetg
gtecageccet
aacctcgggc
tcaacttteg
gttcgattee
cgcaaattac

ttegaggece

ggtgaagaga
cgcgaggggt
ctgategttt

ctggecgccaa

atcctgeccag
gccggtacag
ctectctcoct
accecctteg
ctecggecee
tgatcgcacg
atggtagteg
ggagagggag
ccacteccga

tgtaattgga

cgtgagaggt
ccagggcggg
tttcactgac

gcgecaggee

tagecatatge
tgaaactgeg
acttggataa
cgggggggat
ggccgggggg
ccccecegtgg
cecgtgectac
cetgagaaac

cccggggagyg

atgagtccac

29

gtagaataag tgggaggcce
gtctgececgge ccectgegggece

ccggtgagge gggggggcga

gcacgeaaa

ttgtctecaaa
aatggctcat
ctgtggtaat
gegtgecattt
cgggegecgg
cggcgacgac
catggtgacc
ggctaccaca
tagtgacgaa

tttaaatcta

gattaagceca
taaatcagtt
tctagagcecta
atcagatcaa

cggectttggt

ccattcgaac
acgggtgacg
tccaaggaag
aaataacaat

at

60

120

180

216

60

120

180
229

60
120
180
240
300
360
420
480
540

592
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<213> HOMO SAPIENS

<400> 25
atttaaagtg gactcattcec aattacaggg cctcgaaaga gtcctgtatt gttattttte 60
gtcactacet cececgggteg ggagtgggta atttgegege ctgotgectt ccttggatgt 120
ggtagecegtt tcteaggete cctetcecegga atcgaaccet gatteccegt caccegtggt 180
caccatggta ggcacggcga ctaccatcga aagttgatag ggcagacgtt cgaatgggte 240
gtegeegeca cggggggegt gegatcagec cgaggttatc tagagtcacc aaagecgecg 300
gcgeccgece ccoccggecggg gecggagagyg ggctgacegg gttggttttg atctgataaa 360
tgcacgcatc ccccccecgega agggggtcag cgecegtegg catgtattag ctetagaatt 420
accacagtta tccaagtagg agaggagcga gcgaccaaag gaaccataac tgatttaatg 480
agccattcge agtttcactg taccggecgt gegtacttag acatgecatgg cttaatettt 540
gagacaagca tatgctactg gecaggatcaa ccaggtaggt aggtagageg cggecgaggec 600
ccgacgegge cggacggecg gocgggggge ctegeogagga cgggcoccgge goccccgcaag 660
c€gaggaggac 670

<210> 26

<211> 210

<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS

<400> 26
gtgttgagat ttacaccctc tcccccggat tttcaaggge cagecgagage tcaccggatg 60
ccgccagaac cgcgacgett tccaaggcac gggeccctet cteggggega acccatteea 120
gggcgeccctg coccttcacaa agaaaagaga actctecceg gggctcecege cggcecttetece 180
gggatcggte acgttaccge actggaagaa 210

<210> 27

<211> 207

<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS

<400> 27
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ttettecagt gecggtaacgt gaccgatcce ggagaageeg gegggagece cggggagagt 60
tetettttet ttgtgaaggg cagggecgecce tggaatgggt tegccccgag agaggggcecce 120
gtgeecttgga aagegtegeg gttetggegg catccggtga getctegetg geccttgaaa 180
atceggggga gagggtgtaa atctcaa 207
<210> 28

<211> 94

<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS

<400>28

ccgaaggtag tgagttatct caattgattg ttcacagtca gttacagatc gaactccttg 60

ttctactett tececcectte tcactactge actt 94

<210> 29
<211> 99
<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS

(400> 29
gtcaagtgea gtagtgagaa ggggggaaag agtagaacaa ggagttcgat ctgtaactga 60
ctgtgaacaa tcaattgaga taactcacta cctteggac 99
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REIVINDICACIONES
1. Un método para obtener y analizar ARN a partir de una muestra de orina, que comprende las etapas de:

€) obtener una muestra de orina y procesar previamente la muestra de orina mediante filtracion a través de
un filtro de 0.8 pm;

(b) obtener una fraccion de microvesicula de la muestra de orina procesada previamente mediante
ultracentrifugacion o concentracioén por filtracion;

(c) lavar la fraccién de microvesicula;
(d) extraer el ARN de la fraccién de microvesicula;
(e) medir la calidad del ARN de la fraccion de microvesicula al determinar la cantidad de rARN 18S y 28s en

la extraccién con el propésito de evaluar la calidad de la extraccion de ARN, donde la deteccion de 18S-28S rARN
en la extraccion de ARN indica que la extraccion de ARN tiene alto rendimiento y/o alta integridad; y

) analizar uno o mas ARN a partir de la extraccién de ARN de la etapa e) que se ha evaluado como alto
rendimiento y/o alta integridad.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la fraccién de microvesicula se obtiene mediante concentracion
por filtracién.

3. El método de la reivindicacion 2, en donde la concentracion por filtracion comprende pasar la muestra de
orina a través de un filtro que tiene un tamafio poro de menos de o igual a 0.8 ym.

4. El método de cualquier reivindicacion previa, en donde la muestra de orina o fraccién de microvesicula se
trata con una ribonucleasa, desoxirribonucleasa, o una combinacion de los mismos, antes de la realizacién del
lavado en la etapa c).

5. El método de cualquier reivindicacion previa, en donde la etapa c) comprende la adiciéon de un inhibidor
RNasa, antes de extraer el ARN.

6. El método de la reivindicacion 5, en donde inhibidor RNasa tiene una concentracion de mayor que la
concentracion [1X]; alternativamente, mayor que o igual a la concentracién [5X]; alternativamente, mayor que o
igual a la concentracion [10X]; alternativamente, mayor que o igual a la concentracion [25X]; y alternativamente,
mayor que o igual a la concentracién [50X].

7. El método de la reivindicacién 5 o reivindicacion 6, en donde inhibidor RNasa es una proteasa.

8. El método de cualquier reivindicacion previa, que comprende adicionalmente determinar una relacion
cuantitativa de rARN 18S con rARN 28S en la extraccion.

9. El método de la reivindicacion 8, en donde la relacién cuantitativa de rARN 18S con rARN 28S esta dentro
del rango de aproximadamente 1: 1 a aproximadamente 1:2.

10. El método de la reivindicacién 8 o reivindicacién 9, en donde la relaciéon cuantitativa de rARN 18S con
rARN 28S es aproximadamente 1:2.

11. El método de la reivindicacién 4 comprende:

tratar la fraccidon de microvesicula con ADNsa para eliminar todo o sustancialmente todo de cualquier ADN ubicado
fuera de o sobre la superficie de las microvesiculas en la fraccion; extraer ARN de la muestra; y analizar el ARN
extraido.
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FIGURA 1

FIGURA 2
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FIGURA 3
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Regién de Cromosoma SEQID NO.
chrl.-1.91625366.91625741 1
chr1.1.91625365.91625742 2
chr11.-1.84872657.84872882 3
chr11.1.84872657.84872879 4
chr12.-1.126216420.126216526 5
chr12.-1.20595620.20595779 6
chr12.1.126216422.126216526 7
chr12.1.20595620.20595778 8
chr16.-1.33870510.33870780 9
chr16.-1.33870782.33870924 10
chr16.-1.33871356.33871567 11
chr16.1.33870510.33871097 12
chr16.1.33871357.33871403 13
chr17 .-1.30502222.30502487 14
chr17.1.30502222.30502388 15
chr19.-1.40758344.40758514 16
chr19.1.40758344.40758507 17
chr2.-1.132729275.132728385 18
chr2.-1.132755004.132755100 19
chr2.1.132729152.132729396 20
chr2.1.132755094.132755188 21
chr23.-1,108184270.108184404 55
chr23.1.108184266.108184494 23
chrd2.-1.1677545.1678136 24
chr4?2.1.1677550.1678219 25
chr5.-1.71182494.71182703 26
chr5.1.71182484.71182700 27
chr7.-1.148315173.1483 15266 28
chr7.1.148315170.148315268 29

FIGURA 42
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1 chr1 -1, 01625366 01625741

locagoteacgitcectat! 11 cocaggtgaggagitigact 1R

2 chr11.-1.84872657.8407 2062

gcleastaccogcacgagac 2L golicacgooctcitglac 2R

3 chr12-1.126216420.126216526

guogclaaaccativglaga 3L, ggegatcigactitcaalagalog

| 4 chr12-1.20595620.20535773

cggacaggatigacagatig 4L, toicglicgllalcggaall 4R

5 chrlf5.-1. 33870510, 33871087

tggaggocaagttagioe 5L cagteggeategtitalgat SR

6 chrifi-1. 33871357 J36T 1493

icoaataaccaacgagactcly 6L gaaggecactigicceicta BR

T chrl7.-1.30502222 30502383
ftittccgtacgocacaltt TL: Heccteantaatgoogaot 7R

| Bchr19-1.40758344 40758514

icatcagaccecagaaaagg BL; gatteggeagaigagtigh BR

8 chr? -1 132728275, 132T29395

ictagegglgeastatgaaty 90, cttggaataatggastaggaccas

10 chr2 =11 32755094 132755190

_ggamaumblg 10L, cagatctioginotaglsocaaa 108

FIGURA 43
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