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DESCRIPCION

Métodos, composiciones y kits de generacion de muestras empobrecidas en ARNr o de aislamiento del ARNr de las
muestras

[0001] La presente solicitud reivindica la prioridad con respecto a la solicitud provisional de EE.UU. con nimero de
serie 61/234.044, presentada el 14 de agosto de 2009.

Campo de la invencion

[0002] La presente invencion se refiere a métodos, composiciones y kits para la generacion de muestras
empobrecidas en ARNr y para el aislamiento del ARNr de muestras. En particular, la presente invencion proporciona
composiciones que comprenden moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad que presentan secuencias
complementarias a esencialmente toda al menos una molécula de ARNr de longitud completa codificada por un gen
de ARNTr (por ejemplo, composiciones que comprenden moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad que
presentan secuencias que, bien solas o en combinacién, son complementarias a esencialmente toda o a la
secuencia completa de al menos una molécula de ARNr seleccionada entre moléculas de ARNr citoplasmatico
eucariota 28S, 26S, 25S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de
ARNr procariota 23S, 16S y 5S) y métodos de uso de dichas composiciones para generar muestras empobrecidas
en ARNr o para aislar ARNr de muestras.

Antecedentes de la invencion

[0003] Dado que el ARNr comprende del aproximadamente 95 % al aproximadamente 98 % del ARN de una
célula, su presencia puede complicar diversos tipos de analisis de otras moléculas de ARN de interés en una
muestra (por ejemplo, el analisis de expresion génica mediante matrices o micromatrices, la secuenciaciéon de nueva
generacion de moléculas de ADNc marcadas creadas a partir de uno o mas tipos de moléculas de ARN en muestras
(por ejemplo, usando los métodos de secuenciacion digitales masivamente paralelos denominados "ARN-Seq"),
etc.). Los problemas causados por el ARNr son especialmente dificiles para el andlisis de moléculas de ARN de
interés que estén fragmentadas. Por ejemplo, un problema considerable y continuo en la técnica es encontrar
mejores métodos de extraccion del ARNr degradado de secciones de tejidos fijados con formalina embebidos en
parafina (FFPE). Si se pudiera disponer de mejores métodos para retirar el ARNr degradado de muestras (por
ejemplo, muestras derivadas de FFPE), se cree que las enormes cantidades de muestras clinicas, para las que se
registran los resultados médicos de diversas enfermedades y diversos tratamientos en los registros médicos,
proporcionarian informaciéon sumamente valiosa relacionada con la identificacion de los ARN implicados en la causa,
el mantenimiento, la respuesta, el diagnostico o el pronéstico de muchas enfermedades tales como el cancer.
Ademas, mejores métodos para la extraccion del ARNr, incluyendo el ARNr degradado, de moléculas de ARN
distintas del ARNr de interés mejorarian en gran medida la aplicabilidad y el éxito de los métodos que comprenden la
degradacion deliberada del ARN como parte del método en particular (tal como el método de Ingolia et al., Science
324: 218-23, 2009).

[0004] EI documento WO 2007/019444 A2 desvela un método de extraccion del ARNr usando oligonucleotidos
biotinilados. Los oligonucledtidos biotinilados usados para retirar el ARNr resultan ser de aproximadamente 20
nucleobases de longitud. Comprenden solo un marcador de afinidad.

[0005] EI manual para el kit RiboMinus™ de Invitrogen: "RiboMinus Transcriptome Isolation Kit (Human/Mouse)”,
obtenido de Internet en URL:http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/ribominus human mouse man. pdf, el 12
de marzo de 2012, desvela un método de extraccion del ARNr usando sondas de oligonucleétido que estan
biotiniladas. Las sondas comprenden un marcador de afinidad.

[0006] Su y Sordillo en “Molecular Biotechnology”, vol. 10, n.° 1, agosto de 1998, en las paginas 83-85, desvelan
un método sencillo de enriquecimiento en ARNm a partir de ARN procariota total. EIl método usa ARNr antisentido
marcado con biotina para retirar el ARNTr.

Sumario de la invenciéon

[0007] La presente invencion proporciona métodos, composiciones y kits, segun lo definido en las reivindicaciones,
de generacién de muestras empobrecidas en ARNr o de aislamiento del ARNr de las muestras. En particular, la
presente invencion proporciona métodos de generacion de composiciones que comprenden moléculas de ARNr
antisentido marcadas por afinidad, kits que comprenden dichas composiciones y métodos de uso de dichas
composiciones para generar muestras empobrecidas en ARNr o para aislar ARNr de una muestra (por ejemplo, para
su posterior analisis y uso).

[0008] En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona métodos de generacion de una composicion
que comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad que presentan secuencias que, bien solas o
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en combinacién, son complementarias a la secuencia completa de al menos una molécula de ARNr seleccionada
entre moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 28S, 26S, 25S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial
eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S, en los que la composicién es para su uso en
un método de generacion de una muestra empobrecida en ARNr o de aislamiento del ARNr de una muestra. En
algunas realizaciones, la composicion comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad que
presentan secuencias que, bien solas o en combinaciéon, son complementarias a multiples moléculas de ARNr
diferentes seleccionadas entre moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 28S, 26S, 25S, 18S, 5,8S y 58S,
moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S de una o
varias células u organismos. En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona métodos de uso de la
composicion que comprende las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad para la generacion de una
muestra empobrecida en ARNr y/o para el aislamiento del ARNr de una muestra.

[0009] En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona una composicion que comprende moléculas de
ARNr antisentido marcadas por afinidad que, bien solas o en combinacién, muestran una o mas secuencias que son
complementarias a esencialmente toda la secuencia mostrada por al menos una molécula de ARNr de longitud
completa seleccionada entre moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 28S, 26S, 25S, 18S, 5,8S y/o 5S, y
moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S. En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona
una composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad que, bien solas o en
combinacién, muestran una o mas secuencias que son complementarias a esencialmente toda la secuencia
mostrada por la al menos una molécula de ARNr de longitud completa seleccionada entre moléculas de ARNr
procariota 23S, 16S y 5S. En realizaciones particulares, la al menos una molécula de ARNr citoplasmatica de
longitud completa incluye tanto el ARNr 28S y como el ARNr 18S (o tanto el ARNr 25S como el ARNr 188S, o tanto el
ARNr 26S como el ARNr 18S) de una o mudltiples células, tejidos, érganos u organismos eucariotas. En algunas
realizaciones, la al menos una molécula de ARNr de longitud completa incluye tanto el ARNr 23S como el ARNr 16S
de uno o varios organismos procariotas. En algunas realizaciones en las que la al menos una molécula de ARNr de
longitud completa incluye tanto el ARNr 28S como el ARNr 18S (o tanto el ARNr 25S como el ARNr 18S, o tanto el
ARNr 26S como el ARNr 18S) de una o mudltiples células, tejidos, 6rganos u organismos eucariotas, las moléculas
de ARNr antisentido marcadas por afinidad también corresponden a la molécula de ARNr 5,8S y la molécula de
ARNr 5S de una o mdltiples células, tejidos, érganos u organismos eucariotas. En algunas realizaciones, las
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad también corresponden a al menos una molécula de ARNr de
longitud completa que incluye moléculas de ARNr mitocondrial eucariotas tanto 12S como 16S de una o multiples
células, tejidos, 6rganos u organismos eucariotas. En algunas realizaciones, las moléculas de ARNr antisentido
marcadas por afinidad también corresponden a al menos una molécula de ARNr de longitud completa que incluye
tanto el ARNr 23S como el ARNr 16S de uno o varios organismos procariotas, y en algunas realizaciones, las
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad también corresponden a al menos una molécula de ARNr de
longitud completa que incluye las moléculas de ARNr 5S de uno o varios organismos procariotas. En realizaciones
adicionales de cualquiera de las composiciones que comprenden moléculas de ARNr antisentido marcadas por
afinidad, las composiciones estan esencialmente exentas de moléculas de ARN distintas del ARNr que comprenden
los marcadores de afinidad. En realizaciones adicionales de cualquiera de las composiciones que comprenden las
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad, las composiciones comprenden ademas una matriz de unién
que comprende moléculas de unién al marcador de afinidad.

[0010] En algunas realizaciones en las que la composicién que comprende moléculas de ARNr antisentido
marcadas por afinidad corresponde a la totalidad de al menos una molécula de ARNr seleccionada entre moléculas
de ARNr citoplasmatico eucariota 28S, 26S, 25S y 18S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y
moléculas de ARNr procariota 23S y 16S, dichas moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad se
fragmentan (por ejemplo, mediante la fragmentacion con nucleasa controlada o mediante la fragmentacion
controlada usando un cation de metal divalente, tal como Mg2+, y calor). En algunas realizaciones, la composicion
que comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad fragmentadas comprende fragmentos que
varian en tamafo de aproximadamente 3.500 nucleétidos a aproximadamente 240 nucleétidos.

[0011] En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona un método de generacion de una composicion
que comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad que comprende: a) generar moléculas de
ADN bicatenario que comprenden un promotor de ARN polimerasa que dirige la sintesis de ARN del ARN
antisentido correspondiente a la totalidad de al menos una molécula de ARNr seleccionada entre moléculas de ARNr
citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 8,5S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y
moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S; y b) poner en contacto las moléculas de ADN bicatenario que
comprenden el promotor de la ARN polimerasa con una ARN polimerasa y ribonucledsido-5'-trifosfatos
complementarios a todas las nucleobases, incluyendo al menos un par de ribonucledsido-5'-trifosfatos
complementario a la misma nucleobase, uno de cuyos pares comprende un marcador de afinidad y el otro de cuyos
pares no comprende un marcador de afinidad, e incubar en condiciones en las que se generen moléculas de ARNr
antisentido marcadas por afinidad correspondientes a esencialmente toda de la secuencia de la al menos una
molécula de ARNr.

[0012] Con respecto a dichos métodos, el trabajo realizado durante el desarrollo de las realizaciones de la
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presente invencion determind que la concentracion de las moléculas de ribonucledsido-5'-trifosfato que comprendian
el marcador de afinidad en comparacién con la concentracion de las moléculas de ribonucleésido-5-trifosfato que
carecian del marcador de afinidad en el al menos un par de ribonucleésido-5'-trifosfatos complementarios a la misma
nucleobase era importante para generar una composicion que comprendiera moléculas de ARNr antisentido
marcadas por afinidad que se pudieran usar para retirar >95 % de la al menos una molécula de ARNr de una
muestra, y que era necesario que la concentracion relativa de las moléculas de ribonucledsido-5-trifosfato que
comprendian el marcador de afinidad fuera superior a la usada previamente en la técnica. En algunas realizaciones
del presente método de generacién de una composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido, al menos
aproximadamente el 35 % de las moléculas de ribonucledsido-5'-trifosfato que comprenden el al menos un par de
ribonucledsido-5'-trifosfatos comprenden un marcador de afinidad, y aproximadamente el 65 % de las moléculas de
ribonucledsido-5'-trifosfato que comprenden el par no tienen un marcador de afinidad. En algunas realizaciones del
presente método, al menos aproximadamente el 40 % de las moléculas de ribonucledsido-5'-trifosfato que
comprenden el al menos un par de ribonucledsido-5-trifosfatos tienen un marcador de afinidad, y aproximadamente
el 60 % de las moléculas de ribonucledsido-5'-trifosfato que comprenden el par no tienen un marcador de afinidad.
En algunas realizaciones del presente método, al menos aproximadamente el 50 % de las moléculas de
ribonucledsido-5'-trifosfato que comprenden el al menos un par de ribonucleésido-5'-trifosfatos tienen un marcador
de afinidad, y aproximadamente el 50 % de las moléculas de ribonucledsido-5'-trifosfato que comprenden el par no
tienen un marcador de afinidad. En algunas realizaciones del presente método, al menos aproximadamente el 60 %
de las moléculas de ribonucledsido-5'-trifosfato que comprenden el al menos un par de ribonucledsido-5'-trifosfatos
tienen un marcador de afinidad, y aproximadamente el 40 % de las moléculas de ribonucledsido-5-trifosfato que
comprenden el par no tienen un marcador de afinidad. En algunas realizaciones del presente método, en las que la
al menos una molécula de ARNr se selecciona entre ARNr citoplasmatico eucariota 5,8S y 5S, y ARNr 5S procariota,
al menos aproximadamente el 75 % de las moléculas de ribonucledsido-5'-trifosfato que comprenden el al menos un
par de ribonucledsido-5'-trifosfatos tienen un marcador de afinidad, y el 25 % de las moléculas de ribonucledsido-5'-
trifosfato que comprenden el par no tienen un marcador de afinidad.

[0013] En algunas otras realizaciones, la presente invencion proporciona un método de generacion de una
composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad que comprende: a) generar
moléculas de ADN bicatenario que comprenden un promotor de ARN polimerasa que dirige la sintesis de ARN del
ARN antisentido correspondiente a la totalidad de al menos una molécula de ARNr seleccionada entre moléculas de
ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S,
y 23S, moléculas de ARNr procariota 16S y 5S; b) poner en contacto las moléculas de ADN bicatenario que
comprenden el promotor de la ARN polimerasa con una ARN polimerasa y ribonucledsido-5'-trifosfatos
complementarios a la totalidad de las nucleobases, incluyendo al menos un ribonucledsido-5-trifosfato que
comprenda un resto reactivo al marcador de afinidad (por ejemplo, un grupo alilamino en la posiciéon de uridina) e
incubar en condiciones en las que se generen moléculas de ARNr antisentido que comprendan el resto reactivo al
marcador de afinidad, moléculas de ARNr antisentido que correspondan a esencialmente la totalidad de la secuencia
de la al menos una molécula de ARNr; y ¢) poner en contacto las moléculas de ARNr antisentido que comprenden el
resto reactivo al marcador de afinidad con una cantidad de un reactivo de marcador de afinidad (por ejemplo,
Biotina-X-X-NHS, EPICENTRE Biotechnologies, Madison, WI) en condiciones en las que el reactivo de marcador de
afinidad reaccione con al menos una parte de los restos reactivos al marcador de afinidad en las moléculas de ARNr
antisentido que comprenden el resto reactivo al marcador de afinidad, y se generen moléculas de ARNr antisentido
marcadas por afinidad.

[0014] EI trabajo realizado durante el desarrollo de las realizaciones de la presente invencién encontré que el
numero relativo de los marcadores de afinidad por el nimero dado de nucleobases de las moléculas de ARNr
antisentido marcadas por afinidad es importante para generar una composicion que comprenda moléculas de ARNr
antisentido marcadas por afinidad que se pueda usar para retirar >95 % de la al menos una molécula de ARNr de
una muestra, y que el numero de los marcadores de afinidad por el nimero dado de nucleobases de las moléculas
de ARNr antisentido marcadas por afinidad generadas usando el método varia en funcién de la cantidad de los
restos reactivos al marcador de afinidad presentes en las moléculas de ARNr antisentido generadas en la etapa b),
de las propiedades y de la concentracién del reactivo al marcador de afinidad, de las condiciones de reaccion y del
tiempo de reaccion. Asi pues, en algunas realizaciones del presente método, el 100 % de las moléculas de
ribonucledsido-5'-trifosfato que comprenden una determinada nucleobase tiene un resto reactivo al marcador de
afinidad. En algunas otras realizaciones del presente método, el ribonucleésido-5'-trifosfato incluye al menos un par
de ribonucledsido-5'-trifosfatos complementarios a la misma nucleobase, uno de cuyos pares comprende un resto
reactivo al marcador de afinidad (por ejemplo, UTP que tiene un grupo reactivo alilamino en la posicion de la uridina
o0 "AA-UTP") y el otro par no comprende un marcador de afinidad. En algunas realizaciones del presente método, al
menos aproximadamente el 50 % de las moléculas de ribonucledsido-5-trifosfato que comprenden el al menos un
par de ribonucledsido-5'-trifosfatos tiene un resto reactivo al marcador de afinidad, y aproximadamente el 50 % de
las moléculas de ribonucledsido-5'-trifosfato que comprenden el par no tiene un resto reactivo al marcador de
afinidad. En algunas realizaciones del presente método, al menos aproximadamente el 75 % de las moléculas de
ribonucledsido-5'-trifosfato que comprenden el al menos un par de ribonucledsido-5'-trifosfatos tiene un resto
reactivo al marcador de afinidad, y el 25 % de las moléculas de ribonucleésido-5'-trifosfato que comprenden el par
no tiene un resto reactivo al marcador de afinidad. En algunas realizaciones del presente método, el reactivo de
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marcador de afinidad es un reactivo de biotinilacién (por ejemplo, Biotina-X-X-NHS) y el marcador de afinidad
comprende biotina. En algunas realizaciones, la biotina esta unida a través de un brazo espaciador a la nucleobase
(por ejemplo, un brazo espaciador unido al grupo alilamino en la posicion de la uridina, por ejemplo, de la
incorporacion de AA-UTP).

[0015] En realizaciones adicionales, la presente invencion proporciona un método de generacién de una
composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido que comprende: a) generar moléculas de ADN
bicatenario que comprenden un promotor de ARN polimerasa que dirige la sintesis de ARN del ARN antisentido
correspondiente a la totalidad de al menos una molécula de ARNr seleccionada entre moléculas de ARNr
citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y
moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S; y b) poner en contacto las moléculas de ADN bicatenario que
comprenden el promotor de la ARN polimerasa con una ARN polimerasa y ribonucledsido-5'-trifosfatos
complementarios a la totalidad de las nucleobases, incluyendo al menos un par de ribonucledsido-5'-trifosfatos
complementarios a la misma nucleobase, uno de cuyos pares comprende un marcador de afinidad y el otro par no
comprende un marcador de afinidad; e incubar en condiciones en las que se generen moléculas de ARNr antisentido
marcadas por afinidad correspondientes a esencialmente la totalidad de la secuencia de la al menos una molécula
de ARNI, estando los marcadores de afinidad presentes en una proporcion de al menos dos marcadores de afinidad
por cada cien nucleobases de las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad (por ejemplo, basandose en
la cuantificacion de la fluorescencia de 200 ng de ARNr antisentido marcado por afinidad de acuerdo con las
instrucciones suministradas con el kit de cuantificaciéon de la biotina por fluorescencia, Pierce Biotechnology,
Rockford, IL; n.° de cat. Thermo 46610) tras la digestion del ARNr antisentido marcado por afinidad con RNasa 1 a
36 °C durante 45 min e inactivacion térmica de la enzima de acuerdo con la bibliografia sobre la RNasa 1
proporcionada por el fabricante, EPICENTRE Biotechnologies, Madison, WI). En algunas otras realizaciones del
presente método, los marcadores de afinidad estan presentes en una proporcién de al menos aproximadamente tres
a cinco marcadores de afinidad por cada cien nucleobases de las moléculas de ARNr antisentido marcadas por
afinidad (por ejemplo, basandose en los datos de fluorescencia obtenidos usando el kit de cuantificacion de la biotina
por fluorescencia de Pierce). En algunas otras realizaciones del presente método, los marcadores de afinidad estan
presentes en una proporcion de al menos aproximadamente cuatro a seis marcadores de afinidad por cada cien
nucleobases de las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad (por ejemplo, basandose en los datos de
fluorescencia obtenidos usando el kit de cuantificacion de la biotina por fluorescencia de Pierce). En algunas otras
realizaciones del presente método, los marcadores de afinidad estan presentes en una proporciéon de al menos
aproximadamente seis a ocho marcadores de afinidad por cada cien nucleobases de las moléculas de ARNr
antisentido marcadas por afinidad (por ejemplo, basandose en los datos de fluorescencia obtenidos usando el kit de
cuantificacion de la biotina por fluorescencia de Pierce). En algunas realizaciones del presente método en las que la
al menos una molécula de ARNr se selecciona entre moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 28S, 26S, 25S y
18S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S y 16S, al menos del
aproximadamente 35 % al aproximadamente 50 % de los ribonucledsido-5'-trifosfatos que comprenden el al menos
un par de ribonucledsido-5'-trifosfatos complementarios a la misma nucleobase comprende el marcador de afinidad
(por ejemplo, un marcador de afinidad que comprende biotina; por ejemplo, biotina-16-UTP), y los marcadores de
afinidad estan presentes en las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad generadas en una proporcion
de al menos aproximadamente dos a ocho marcadores de afinidad por cada cien nucleobases (por ejemplo,
basandose en los datos de fluorescencia obtenidos usando el kit de cuantificacion de la biotina por fluorescencia de
Pierce). En algunas realizaciones del presente método en las que la al menos una molécula de ARNr se selecciona
entre moléculas de ARNr eucariota 5,8S y 5S, y moléculas de ARNr procariota 5S, al menos del aproximadamente
60 % al aproximadamente 75 % de los ribonucledsido-5'-trifosfatos que comprenden el al menos un par de
ribonucledsido-5'-trifosfatos complementarios a la misma nucleobase comprende el marcador de afinidad (por
ejemplo, un marcador de afinidad que comprende biotina; por ejemplo, biotina-16-UTP), y los marcadores de
afinidad estan presentes en las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad generadas en una proporcion
de al menos aproximadamente dos a ocho marcadores de afinidad por cada cien nucleobases (por ejemplo,
basandose en los datos de fluorescencia obtenidos usando el kit de cuantificacién de la biotina por fluorescencia de
Pierce).

[0016] En realizaciones adicionales, la presente invencion proporciona un método de generacién de una
composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido que comprende: a) generar moléculas de ADN
bicatenario que comprenden un promotor de ARN polimerasa que dirige la sintesis de ARN del ARN antisentido
correspondiente a la totalidad de al menos una molécula de ARNr seleccionada entre moléculas de ARNr
citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y
moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S; b) poner en contacto las moléculas de ADN bicatenario que
comprenden el promotor de la ARN polimerasa con una ARN polimerasa y ribonucledsido-5'-trifosfatos
complementarios a la totalidad de las nucleobases, incluyendo al menos un ribonucledsido-5'-trifosfato que
comprende un resto reactivo al marcador de afinidad (por ejemplo, un grupo alilamino en la posicién 5 de la uridina),
e incubar en condiciones en las que se generen moléculas de ARNr antisentido que comprenden el resto reactivo al
marcador de afinidad, moléculas de ARNr antisentido que corresponden a esencialmente la totalidad de la secuencia
de la al menos una molécula de ARNrr; y c) poner en contacto las moléculas de ARNr antisentido que comprenden el
resto reactivo al marcador de afinidad con una cantidad de un reactivo de marcador de afinidad (por ejemplo,
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Biotina-X-X-NHS, EPICENTRE Biotechnologies, Madison, WI) en condiciones en las que el reactivo de marcador de
afinidad reaccione con los restos reactivos al marcador de afinidad en las moléculas de ARNr antisentido que
comprenden el resto reactivo al marcador de afinidad y se generen moléculas de ARNr antisentido marcadas por
afinidad, estando los marcadores de afinidad presentes en una proporcién de al menos aproximadamente dos
marcadores de afinidad por cada cien nucleobases de las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad (por
ejemplo, basandose en la cuantificacion de la fluorescencia de moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad
digeridas por RNasa 1 (200 nanogramos) usando el kit de cuantificacion de la biotina por fluorescencia de Pierce
Biotechnology, Rockford, IL). En algunas otras realizaciones del presente método, los marcadores de afinidad estan
presentes en una proporcién de al menos aproximadamente tres a cinco marcadores de afinidad por cada cien
nucleobases de las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad (por ejemplo, basandose en los datos de
fluorescencia obtenidos usando el kit de cuantificacion de la biotina por fluorescencia de Pierce). En algunas otras
realizaciones del presente método, los marcadores de afinidad estan presentes en una proporciéon de al menos
aproximadamente cuatro a seis marcadores de afinidad por cada cien nucleobases de las moléculas de ARNr
antisentido marcadas por afinidad (por ejemplo, basandose en los datos de fluorescencia obtenidos usando el kit de
cuantificacion de la biotina por fluorescencia de Pierce). En algunas otras realizaciones del presente método, los
marcadores de afinidad estan presentes en una proporcion de al menos aproximadamente seis a ocho marcadores
de afinidad por cada cien nucleobases de las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad (por ejemplo,
basandose en los datos de fluorescencia obtenidos usando el kit de cuantificacion de la biotina por fluorescencia de
Pierce).

[0017] En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos del presente documento para generar moléculas de
ARNr antisentido marcadas por afinidad, el marcador de afinidad comprende biotina. En algunas realizaciones, la
biotina esta unida a través de un brazo espaciador a la posicion de la uridina. En algunas realizaciones de cualquiera
de estos métodos, la ARN polimerasa se selecciona entre ARN polimerasa de T7, ARN polimerasa de T3 y ARN
polimerasa de SP6. En algunas realizaciones de cualquiera de estos métodos, en las que la al menos una molécula
de ARNr se selecciona entre moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S y 28S, la ARN polimerasa es
ARN polimerasa de SP6. En algunas realizaciones de cualquiera de estos métodos, en las que la al menos una
molécula de ARNr es un ARNr procariota 23S, la ARN polimerasa es ARN polimerasa de SP6.

[0018] En ciertas realizaciones de cualquiera de los métodos anteriores para generar moléculas de ARNr
antisentido marcadas por afinidad, los métodos comprenden ademas, tras la generacion de las moléculas de ARNr
antisentido, poner en contacto las moléculas de ADN bicatenario que comprenden el promotor de la ARN polimerasa
con una enzima DNasa en condiciones en las que se digieren las moléculas de ADN bicatenario que comprenden el
promotor de la ARN polimerasa.

[0019] En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos de generacion de moléculas de ARNr antisentido
marcadas por afinidad, la etapa a) del método (que comprende "generar moléculas de ADN bicatenario que
comprendan un promotor de ARN polimerasa que dirija la sintesis de ARN del ARN antisentido correspondiente a la
totalidad de al menos una molécula de ARNr seleccionada entre moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S,
26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota
23S, 16S y 5S") comprende bien: i) incubar la al menos una molécula de ARNr con una ADN polimerasa y al menos
un par de cebadores en condiciones en las que se generen las moléculas de ADN bicatenario que comprenden un
promotor de ARN polimerasa que sea capaz de dirigir la sintesis de ARN del ARN antisentido correspondiente a la
totalidad de la al menos una molécula de ARNr, comprendiendo cada dicho al menos un par de cebadores un
cebador directo y un cebador inverso, en la que el cebador inverso se aparea a la al menos una molécula de ARNry
tiene una parte 5’ que presenta la secuencia de una cadena de un promotor de ARN polimerasa, y el cebador directo
se aparea al ADN generado a partir del cebador inverso; o: ii) incubar la al menos una molécula de ARNr con una
ADN polimerasa y al menos un par de cebadores en condiciones en las que se generen moléculas de ADN
bicatenario, comprendiendo dicho al menos un par de cebadores un cebador directo y un cebador inverso, en la que
el cebador inverso ceba la sintesis de ADN tras aparearse a la al menos una molécula de ARNr, y el cebador directo
ceba la sintesis de ADN tras aparearse al ADN generado a partir de la extension de la ADN polimerasa del cebador
inverso y, a continuacion, ligar dichas moléculas de ADN bicatenario generadas a partir de cada al menos un par de
cebadores en un vector de ADN que comprenda un promotor de ARN polimerasa, en la que el promotor de la ARN
polimerasa es capaz de dirigir la sintesis del ARN antisentido que sea complementario a la al menos una molécula
de ARNr usando dicho ADN bicatenario que se liga en dicho vector de ADN como molde.

[0020] En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos de generacion de moléculas de ARNr antisentido
marcadas por afinidad, la etapa a) del método (que comprende "generar moléculas de ADN bicatenario que
comprendan un promotor de ARN polimerasa que dirija la sintesis de ARN del ARN antisentido correspondiente a la
totalidad de al menos una molécula de ARNr seleccionada entre moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S,
26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota
23S, 16S y 5S") comprende obtener un fragmento de ADN gendmico que codifique la al menos una molécula de
ARNI, y bien: i) poner en contacto dicho fragmento de ADN gendmico con una ADN polimerasa y al menos un par de
cebadores, teniendo el primer cebador de cada uno de dicho al menos un par de cebadores una parte 5’ que
presenta la secuencia de una cadena de un promotor de ARN polimerasa y una parte 3' que es complementaria a
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una parte de una primera cadena el fragmento de ADN gendmico, y siendo el segundo cebador de cada dicho al
menos un par de cebadores complementario a una parte de la segunda cadena del fragmento de ADN gendémico, e
incubar en condiciones en las que se generen copias de ADN bicatenario que contengan el promotor de la ARN
polimerasa de al menos una parte del fragmento de ADN gendmico, en la que el promotor de la ARN polimerasa es
capaz de dirigir la sintesis de ARN del ARN antisentido correspondiente a la totalidad de la al menos una molécula
de ARNF; o: ii) ligar dicho fragmento de ADN gendmico o un producto de amplificacion por PCR del mismo en un
vector de ADN que comprenda un promotor de ARN polimerasa, obteniéndose un clon gendémico, en la que el
promotor de la ARN polimerasa de dicho clon genémico es capaz de dirigir la sintesis del ARN antisentido que sea
complementario a la al menos una molécula de ARNr usando dicho ADN bicatenario que esta ligado en dicho vector
de ADN como molde.

[0021] En algunas realizaciones de los métodos de generacion de moléculas de ARNr antisentido marcadas por
afinidad y de las composiciones generadas usando el método, las moléculas de ARNr antisentido marcadas por
afinidad no presentan ninguna secuencia espaciadora transcrita interna de ARNr. En algunas otras realizaciones, las
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad presentan secuencias espaciadoras transcritas internas
seleccionadas entre: i) una secuencia presentada por la region espaciadora de ARNr de ITS1, que esta ubicada
entre un gen de ARNr 18S eucariota y un gen de ARNr 5,8S eucariota; ii) una secuencia presentada por la region
espaciadora de ARNr de ITS2, que esta ubicada entre un gen de ARNr 5,8S eucariota y un gen de ARNr 18S
eucariota; iii) una secuencia presentada por una ITS 16S-23S procariota; e iv) una secuencia presentada por una
ITS de ARNr 23S-5S procariota.

[0022] En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona una composicion que comprende moléculas de
ARNr antisentido marcadas por afinidad que estan unidas a una matriz de unién que comprende moléculas de union
a marcadores de afinidad, en la que las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad, solas o en
combinacién, presentan secuencias correspondientes a esencialmente la totalidad de al menos una molécula de
ARNr de longitud completa seleccionada entre: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S,
5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S.

[0023] Una composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad que estan unidas a
una matriz de uniéon que comprende moléculas de unién a marcadores de afinidad se genera mediante la incubacion
de la composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad con una matriz de unién
que comprende moléculas de unién a marcadores de afinidad en condiciones de unién, en la que el marcador de
afinidad se une a las moléculas de unién a marcadores de afinidad que estan unidas a la matriz o al soporte sélido
(por ejemplo, microparticulas), formandose un par de unién especifico. En algunas realizaciones, el presente método
comprende ademas la etapa de lavar la composicion en condiciones en las que se retiren las moléculas de ARNr
antisentido marcadas por afinidad que no se unan especificamente a la matriz de unién, generando asi una
composicion purificada que comprenda moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad que se unan a la
matriz de union.

[0024] En realizaciones particulares de dicho aspecto de la invencion, la composicion que comprende moléculas
de ARNr antisentido marcadas por afinidad que estan unidas a una matriz de unién puede ser cualquier composiciéon
de moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad descrita en el presente documento, y se puede generar
usando cualquier método de generaciéon de una composicion que comprenda moléculas de ARNr antisentido
descrita en el presente documento.

[0025] En una realizacion particular de esta composicion, las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad
comprenden biotina como marcador de afinidad, en la que la biotina se une a al menos aproximadamente dos
nucleobases por cada cien nucleobases de las moléculas de ARNr antisentido y la matriz de unién comprende una
microparticula a la que se une una molécula de unién a marcador de afinidad que comprende estreptavidina o
avidina. En algunas otras realizaciones de esta composicion, las moléculas de ARNr antisentido marcadas por
afinidad comprenden biotina como marcador de afinidad, en la que la biotina se une a al menos aproximadamente
dos a cuatro nucleobases por cada cien nucleobases de las moléculas de ARNr antisentido, o a al menos tres a
cinco nucleobases por cada cien nucleobases de las moléculas de ARNr antisentido, o a al menos cuatro a seis
nucleobases por cada cien nucleobases de las moléculas de ARNr antisentido, o a al menos seis a ocho
nucleobases por cada cien nucleobases de las moléculas de ARNr antisentido.

[0026] En algunas realizaciones de la invencion, se usa cualquiera de las composiciones que comprenden
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad, incluyendo cualquiera de las composiciones que comprenden
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad que estan unidas a una matriz de unién, en un método de la
invencion para generar una muestra empobrecida en ARNr o para aislar esencialmente la totalidad de las moléculas
de ARN que, bien solas o en combinacién, presentan la secuencia en al menos una molécula de ARNr de longitud
completa.

[0027] En algunas realizaciones, la presente invencidon proporciona métodos de generacion de una muestra
empobrecida en ARNr a partir de una muestra inicial que comprenden: a) proporcionar i) una muestra inicial que
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comprende moléculas de ARN, en la que las moléculas de ARN comprenden moléculas de ARNr y al menos una
molécula de ARN distinto del ARNr de interés; ii) una composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido
marcadas por afinidad que, solas o en combinacién, presentan secuencias correspondientes a esencialmente la
totalidad de al menos una molécula de ARNr de longitud completa seleccionada entre: moléculas de ARNr
citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y
moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S; e iii) una matriz de unién (por ejemplo, microparticulas) que
comprende moléculas de unidn a marcadores de afinidad; b) poner en contacto la muestra inicial con la composicion
en condiciones que permitan que al menos parte de las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad y al
menos parte de las moléculas de ARNr formen hibridos de ARNr bicatenarios, generando asi una muestra tratada;
c) poner en contacto la muestra tratada con la matriz de unién en condiciones que permitan que al menos una parte
de los hibridos de ARNTr bicatenarios se unan a la matriz de union y se retiren de la muestra tratada, generando asi
una muestra empobrecida en ARNr, estando la muestra empobrecida en ARNr esencialmente exenta de secuencias
de ARNr presentadas por la al menos una molécula de ARNr y comprendiendo esencialmente la totalidad de la al
menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés presente en la muestra inicial (por ejemplo, al menos
>90% ..., >95% ..., >98 % ..., >99 % ..., >99,8 % ...0 >99,9 % de la al menos una molécula de ARN distinto del
ARNr de interés presente en la muestra inicial).

[0028] En ciertas realizaciones, se repiten una o mas etapas y/o se realizan métodos adicionales para generar la
muestra empobrecida en ARNr. En realizaciones particulares, los métodos se realizan con series repetidas de
sustraccion para generar la muestra empobrecida en ARNr. En realizaciones particulares, al menos una parte de las
moléculas de ARN de la muestra inicial estan muy fragmentadas y la muestra empobrecida en ARNr esta al menos
50% ...60% ... 70% ... 80% ...90,0% ... 95% ... 98% ... 99% ... 0 100 % exenta de secuencias de ARNr
presentadas por la al menos una molécula de ARNr.

[0029] En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona métodos de generacion de una muestra
empobrecida en ARNr a partir de una muestra inicial que comprenden: a) proporcionar: i) una muestra inicial que
comprende moléculas de ARN, en la que las moléculas de ARN comprenden moléculas de ARNr y al menos una
molécula de ARN distinto del ARNr de interés; ii) una composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido
marcadas por afinidad que, solas o en combinaciéon, son complementarias a esencialmente la totalidad de la
secuencia presentada por la al menos una molécula de ARNr seleccionada entre: moléculas de ARNr citoplasmatico
eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de
ARNr procariota 23S, 16S y 5S; e iii) una matriz de unién (por ejemplo, microparticulas) que comprende moléculas
de union a marcadores de afinidad; b) poner en contacto la muestra inicial con la composiciéon en condiciones que
permitan que al menos parte de las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad y al menos parte de las
moléculas de ARNr formen hibridos de ARNr bicatenarios, generando asi una muestra tratada; c) poner en contacto
la muestra tratada con la matriz de unién en condiciones que permitan que al menos una parte de los hibridos de
ARNr bicatenarios se unan a la matriz de unién y se retiren de la muestra tratada, generando asi una muestra
empobrecida en ARNr, en la que la muestra empobrecida en ARNr comprende esencialmente la totalidad de (por
ejemplo, >90 %..., >95% ..., >98 % ..., 299 % ..., >99,8 % ..., 0 >99,9 %) de la al menos una molécula de ARN
distinto del ARNr de interés presente en la muestra inicial y esta esencialmente exenta de (por ejemplo, >95 % ...,
>98 % ..., >299% ..., >99,8 % ..., 0 >99,9 % exenta) de secuencias de ARNr presentadas por la al menos una
molécula de ARNr presente en la muestra inicial.

[0030] En realizaciones adicionales, la presente invencion proporciona métodos de generacion de una muestra
empobrecida en ARNr a partir de una muestra inicial que comprenden: a) proporcionar; i) una muestra inicial que
comprende moléculas de ARN, en la que las moléculas de ARN comprenden moléculas de ARNr y al menos una
molécula no de ARNr de ARN de interés; ii) una composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido
marcadas por afinidad complementarias a esencialmente la totalidad de la secuencia presentada por la al menos
una molécula de ARNr seleccionada entre: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y
58, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S, estando
los marcadores de afinidad presentes en las moléculas de ARNr antisentido en una proporcion de al menos
aproximadamente dos a al menos cuatro marcadores de afinidad por cada cien nucleobases de las moléculas de
ARNr antisentido; e iii) una matriz de unién que comprende moléculas de unién a marcadores de afinidad; b) poner
en contacto la muestra inicial con la composicién en condiciones que permitan que al menos parte de las moléculas
de ARNr antisentido marcadas por afinidad y al menos parte de las moléculas de ARNr formen hibridos de ARNr
bicatenarios, generando asi una muestra tratada; c) poner en contacto la muestra tratada con la matriz de unién en
condiciones en las que al menos una parte de los hibridos de ARNr bicatenarios se unan a la matriz de union y se
retiren de la muestra tratada, generando asi una muestra empobrecida en ARNTr, en la que la muestra empobrecida
en ARNr comprenda esencialmente la totalidad (por ejemplo, >90 %..., >95% ...,>98 % ..., >99 % ..., >99,8 % ..., 0
>99,9 %) de la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés presente en la muestra inicial y esté
esencialmente exenta (por ejemplo, >95 % ..., >98 % ..., >99 % ..., >99,8 % ..., 0 >99,9 % exenta) de moléculas que,
bien solas o en combinacion, presentan la secuencias de al menos una molécula de ARNr presente en la muestra
inicial.

[0031] En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona métodos de generacion de una muestra
8
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empobrecida en ARNr a partir de una muestra inicial que comprenden: a) proporcionar; i) una muestra inicial que
comprende moléculas de ARN, en la que las moléculas de ARN comprenden moléculas de ARNr y al menos una
molécula de ARN distinto del ARNr de interés; ii) una composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido
marcadas por afinidad complementarias a esencialmente la totalidad de la secuencia presentada por la al menos
una molécula de ARNr seleccionada entre: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 268S, 28S, 18S, 5,8S y
58S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S; e iii) una
matriz de union (por ejemplo, microparticulas) que comprende moléculas de unién a marcadores de afinidad; b)
poner en contacto la muestra inicial con la composicidon en condiciones que permitan que al menos parte de las
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad y al menos parte de las moléculas de ARNr formen hibridos
de ARNr bicatenarios, generando asi una muestra tratada; c) poner en contacto la muestra tratada con la matriz de
unién en condiciones que permitan que al menos una parte de los hibridos de ARNr bicatenarios se unan a la matriz
de unién y se retiren de la muestra tratada, generando asi una muestra empobrecida en ARNr, en la que la muestra
empobrecida en ARNr comprende esencialmente la totalidad (por ejemplo, >90 %..., >95% ..., >98 % ..., >99 % ...,
>99,8 % ..., 0 >99,9 %) de la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés presente en la muestra
inicial) y en la que, la muestra empobrecida en ARNr bien: i) esta >99,0 % exenta (por ejemplo, >99,0 %, 99,1 %,
99,2 %, 99,3 %, 99,4 %, 99,5 %, 99,6 %, 99,7 %, 99,8 %, 99,9 %, 99,95 % 0 99,99 % exenta) de moléculas de ARN
que, bien solas o en combinacién, presentan una secuencia de al menos una molécula de ARNr presente en la
muestra inicial, o ii) contiene niveles no detectables de la al menos una molécula de ARNr de la muestra inicial
medidos usando electroforesis de gel de agarosa y tincién con bromuro de etidio.

[0032] En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona métodos de generacion de una muestra
empobrecida en ARNr a partir de una muestra inicial que comprenden: a) proporcionar i) una muestra inicial que
comprende moléculas de ARN, en la que las moléculas de ARN comprenden moléculas de ARNr y al menos una
molécula de ARN distinto del ARNr de interés; e ii) una composicién que comprende moléculas de ARNr antisentido
marcadas por afinidad que estan unidas a una matriz de unién (por ejemplo, microparticulas que comprenden
moléculas de unién a marcadores de afinidad), en la que las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad,
solas o en combinacion, presentan secuencias correspondientes a esencialmente la totalidad de al menos una
molécula de ARNr de longitud completa seleccionada entre: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S,
28S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S,
16S y 5S; b) poner en contacto la muestra inicial con la composicidon en condiciones que permitan que al menos
parte de las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad de la composicién y al menos parte de las
moléculas de ARNr formen hibridos de ARNr bicatenarios que se unan a la matriz de unién, generando asi una
muestra tratada; y c) retirar la matriz de unién a la que se han unido los hibridos de ARNr bicatenarios, generando
asi una muestra empobrecida en ARNr, en la que la muestra empobrecida en ARNTr: i) esta esencialmente exenta de
secuencias de ARNr presentadas por la al menos una molécula de ARNr y comprende esencialmente la totalidad de
la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés presente en la muestra inicial (por ejemplo, al menos
>90% ..., >95% ..., >98 % ..., >99 % ..., >99,8 % ..., 0 >99,9 % de la al menos una molécula de ARN distinto del
ARNTr de interés presente en la muestra inicial) e ii) bien, esta esencialmente exenta (por ejemplo, >95 % ..., >98 %
>99% ..., >99,8 % ..., 0 99,9 % exenta) de secuencias de ARNr presentadas por la al menos una molécula de
ARNr presente en la muestra inicial o contiene niveles no detectables de la al menos una molécula de ARNr de la
muestra inicial medidos usando electroforesis de gel de agarosa y tincion con bromuro de etidio. En realizaciones
particulares del presente método de la invencion, la composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido
marcadas por afinidad que estan unidas a una matriz de unién es cualquier composiciéon de moléculas de ARNr
antisentido marcadas por afinidad descrita en el presente documento y/o se genera usando cualquier método de
generacion de una composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido descrita en el presente documento.

[0033] En realizaciones particulares de cualquiera de los métodos de generacion de una muestra empobrecida en
ARNIr, la muestra empobrecida en ARNr esta un 98,0 % exenta de moléculas de ARNr que presentan secuencias de
la al menos una molécula de ARNr (por ejemplo, 98,0 % exenta, 98,5 % exenta, 99,0 % exenta, 99,5 % exenta,
99,7 % exenta, 99,9 % exenta, 99,99 % exenta o 100 % exenta). En otras realizaciones, la al menos una molécula
de ARNr incluye tanto el ARNr 28S como el ARNr 18S, y la muestra empobrecida en ARNr esta 99,0 % exenta (por
ejemplo, 99,5 % exenta) de moléculas de ARNr que presentan secuencias del gen de ARNr 28S y del gen de ARNr
18S. En otras realizaciones, la muestra empobrecida en ARNr contiene niveles no detectables de moléculas de
ARNr que presentan secuencias de la al menos una molécula de ARNr (por ejemplo, no detectables medidos
usando electroforesis de gel de agarosa y tincion con bromuro de etidio). En algunas realizaciones del método, la
composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad no presenta ninguna secuencia
espaciadora transcrita interna de ARNr. En algunas otras realizaciones del método, la composicién que comprende
las moléculas de ARNr antisentido presenta secuencias espaciadoras transcritas internas seleccionadas entre: i) una
secuencia presentada por la region espaciadora de ARNr de ITS1, que esta ubicada entre un gen de ARNr 18S
eucariota y un gen de ARNr 5,8S eucariota; ii) una secuencia presentada por la region espaciadora de ARNr de
ITS2, que esta ubicada entre un gen de ARNr 5,8S eucariota y un gen de ARNr 28S eucariota; iii) una secuencia
presentada por una ITS 16S-23S procariota; e iv) una secuencia presentada por una ITS de ARNr 23S-5S
procariota. En realizaciones particulares de los métodos de generacion de muestras empobrecidas en ARNr o de
aislamiento del ARNr de una muestra, la etapa b) se realiza usando una composiciéon que comprende moléculas de
ARNr antisentido que no presentan ninguna secuencia espaciadora transcrita interna de ARNr, mientras que, en
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otras realizaciones, la etapa b) se realiza usando una composicién que comprende moléculas de ARNr antisentido
marcadas por afinidad que presentan una o mas de las secuencias espaciadoras transcritas internas.

[0034] En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos de generacién de una muestra empobrecida en
ARNr a partir de una muestra inicial en la que la muestra inicial comprende moléculas de ARN que comprenden
moléculas de ARNr y al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés, las moléculas de ARN de la
muestra inicial se fragmentan (por ejemplo, a partir de una muestra de FFPE o de otra muestra que comprenda
moléculas de ARN degradadas, o de una muestra en la que las moléculas de ARN se degraden deliberadamente
(por ejemplo, mediante la incubacién en presencia de calor y Mg2+) antes de proporcionarse a la muestra inicial). En
algunas realizaciones de cualquiera de los métodos de la invencion de generacion de una muestra empobrecida en
ARNr, la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés comprende multiples moléculas de ARN
distinto del ARNr de interés. En algunas realizaciones, la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de
interés comprende esencialmente la totalidad de las moléculas de ARN distinto del ARNr presentes en la muestra
inicial (por ejemplo, incluyendo tanto las moléculas de ARN distinto del ARNr intactas como fragmentadas presentes
en la muestra inicial). En algunas realizaciones, la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés
comprende esencialmente la totalidad de las moléculas de ARNm eucariotas presentes en la muestra inicial. En
algunas realizaciones, la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés comprende esencialmente la
totalidad de las moléculas de ARN distinto del ARNr que comprenden el transcriptoma (menos la al menos una
molécula de ARNr) de una o varias células, tejidos, érganos u organismos eucariotas (por ejemplo, para su uso en la
fabricacion de moldes de secuenciaciéon o acido nucleico diana marcado, por ejemplo, para el analisis de la
expresion o de la expresion relativa de dicha al menos una molécula de ARN distinto del ARNr mediante analisis de
la expresion digital o analisis de micromatriz, respectivamente). En algunas realizaciones, la al menos una molécula
de ARN distinto del ARNr de interés comprende las moléculas de ARN distinto del ARNr que comprenden un
transcriptoma (menos la al menos una molécula de ARNr) de una o varias células, tejidos, érganos u organismos
eucariotas (por ejemplo, para su uso en la fabricacion de moldes de secuenciacion o acido nucleico diana marcado,
por ejemplo, para el analisis de la expresion o de la expresion relativa de la totalidad de dichas moléculas de ARN
distinto del ARNr mediante analisis de la expresion digital o analisis de micromatriz, respectivamente, por ejemplo,
para el analisis médico o agricola). En algunas realizaciones, la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de
interés comprende una subfraccion de las moléculas de ARN distinto del ARNr que comprenden el transcriptoma
(menos la al menos una molécula de ARNr) de una o varias células, tejidos, 6rganos u organismos eucariotas (por
ejemplo, una subfraccidon seleccionada entre moléculas de ARNm, moléculas de ARNim, moléculas de ARNNc,
ARNpiwi, ARNsn, etc.) (por ejemplo, para su uso en la fabricacion de moldes de secuenciacidon o acido nucleico
diana marcado, por ejemplo, para el analisis de la expresion o de la expresion relativa de dicha subfraccion de
moléculas de ARN distinto del ARNr, por ejemplo, mediante analisis de la expresion digital o analisis de micromatriz,
respectivamente, por ejemplo, mediante analisis médico o agricola). En algunas realizaciones, la al menos una
molécula de ARN distinto del ARNr de interés comprende esencialmente la totalidad de las moléculas de ARN
distinto del ARNr que comprenden un transcriptoma (menos la al menos una molécula de ARNr) de una o varias
células procariotas o de una o varias células que comprenden células tanto eucariotas como procariotas. En algunas
realizaciones, la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés comprende o consiste en una o varias
moléculas de ARN que presentan secuencias de acido nucleico especificas (por ejemplo, en las que la presencia o
ausencia o la cantidad de dicha una o varias moléculas de ARN que presentan las secuencias de acido nucleico
especificas se usa para detectar un patdgeno o una afeccion médica, por ejemplo, para rastrear (por ejemplo, para
rastrear la presencia de un patdégeno en agua, en una superficie, tal como una superficie hospitalaria, etc.), o por
ejemplo, para el ensayo de diagndstico o terandstico (por ejemplo, para el diagnoéstico o control de la cantidad de un
patégeno, o el estado de una enfermedad o afeccion médica para decidir sobre una terapia o un tratamiento).

[0035] En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos de la invencion de generacion de una muestra
empobrecida en ARNr, el método comprende ademas el uso de la muestra empobrecida en ARNr o de la al menos
una molécula de ARN distinto del ARNr de interés contenida en la misma para su analisis o uso posterior. En
algunas realizaciones, el método comprende ademas el uso de la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr
de interés como parte de un método de generacion de moldes para la secuenciacion de ADN de la nueva
generacion (por ejemplo, para el analisis de la expresion digital o ARN-Seq, perfilado de ARNim, etc.). En algunas
realizaciones del método de generacién de una muestra empobrecida en ARNr, el método comprende ademas el
uso de la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés como parte de un método de generacion de
moléculas de acido nucleico diana marcadas para la hibridaciéon a sondas de una matriz 0 micromatriz sobre una
superficie porosa o no porosa (por ejemplo, a sondas sobre una matriz o micromatriz, una transferencia puntual,
etc.). En algunas realizaciones del método de generacion de una muestra empobrecida en ARNr, el método
comprende ademas el uso de la muestra empobrecida en ARNr para realizar un ensayo de diagnéstico o terandstico
para detectar la presencia de la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés (por ejemplo, en el que
la presencia o cantidad de dicha al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés es indicativa de la
presencia o estado de salud o estado patoldgico). En algunas realizaciones del método de generacion de una
muestra empobrecida en ARNr, el método comprende ademas amplificar la al menos una molécula de ARN distinto
del ARNr de interés para un andlisis o uso posterior. En algunas realizaciones del método de generacion de una
muestra empobrecida en ARNr, el método comprende ademas el uso de la al menos una molécula de ARN distinto
del ARNr de interés o un producto de amplificacion de la misma para la transfeccién de una célula eucariota (por
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ejemplo, una célula presentadora de antigeno (APC), tal como una célula dendritica, un macréfago o una APC
artificial para uso inmunoterapéutico). En algunas realizaciones, la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr
de interés o un producto de amplificacion de la misma se usa para la transfeccion de una célula humana o animal del
mismo individuo del que se obtuvo la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés (por ejemplo, para
fabricar una vacuna que comprenda la célula transfectada en APC para uso inmunoterapéutico para tratar una
enfermedad, por ejemplo, cancer, en un individuo humano o animal). En algunas realizaciones, la al menos una
molécula de ARN distinto del ARNr de interés o un producto de amplificacién de la misma se usa para la
transfecciéon de una célula de un ser humano o animal diferente de la célula de la que se obtuvo la al menos una
molécula de ARN distinto del ARNr de interés (por ejemplo, para fabricar una vacuna que comprenda la célula
transfectada en APC para uso inmunoterapéutico para tratar una enfermedad, por ejemplo, cancer, en un individuo
humano o animal). En ciertas realizaciones, la vacuna de ARN se fabrica usando la al menos una molécula de ARN
distinto del ARNr de interés de un primer individuo, y la vacuna de ARN se usa para vacunar a un segundo individuo.
En algunas realizaciones del método de generacion de una muestra empobrecida en ARNr, el método comprende
ademas el uso de la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés o un producto de amplificacién de
la misma para fabricar una vacuna de ARN de uso terapéutico. En algunas realizaciones del método, la al menos
una molécula de ARN distinto del ARNr de interés o un producto de amplificacion de ARN sentido de la misma se
usa para fabricar una vacuna de ARN que se usa para inocularla directamente en un paciente para uso terapéutico.
En algunas realizaciones, la vacuna de ARN se fabrica usando la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr
de interés de una célula, de un tejido o de un érgano de un primer individuo y la vacuna de ARN se administra a
dicho primer individuo como un tratamiento inmunoterapéutico. En algunas realizaciones, la vacuna de ARN se
fabrica usando la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés de un primer individuo y la vacuna de
ARN se usa para vacunar a un segundo individuo.

[0036] En otras realizaciones mas, la invenciéon proporciona métodos de uso de la composicién que comprende
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad de aislamiento de esencialmente la totalidad de las moléculas
de ARN que, bien solas o en combinaciéon, presentan una secuencia de la al menos una molécula de ARNr de
longitud completa seleccionada entre moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S,
moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y 23S, moléculas de ARNr procariota 16S y 5S.

[0037] Asi pues, en algunas realizaciones, la presente invencion proporciona métodos de aislamiento de
esencialmente la totalidad de las moléculas de ARN que, bien solas o en combinacion, presentan la secuencia en al
menos una molécula de ARNr de longitud completa, método que comprende: a) proporcionar i) una muestra inicial
que comprende moléculas de ARN, en la que las moléculas de ARN comprenden moléculas de ARNr y moléculas
de ARN distinto de ARNr; ii) una composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad
que presenta secuencias correspondientes a esencialmente la totalidad de al menos una molécula de ARNr de
longitud completa seleccionada entre: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S,
moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S; e iii) una
matriz de unién (por ejemplo, microparticulas) que comprenden moléculas de unién a marcadores de afinidad; b)
poner en contacto la muestra inicial con la composicidon en condiciones que permitan que al menos parte de las
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad y al menos parte de las moléculas de ARNr formen hibridos
de ARNr bicatenario, generando asi una muestra tratada; c) poner en contacto la muestra tratada con la matriz de
unién en condiciones que permitan que al menos una parte de los hibridos de ARNr bicatenarios se unan a la matriz
de union; d) retirar la matriz de unién a la que se han unido los hibridos de ARNr bicatenarios que comprenden las
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad y la al menos parte de las moléculas de ARNr de la muestra
tratada; y e) incubar la matriz de unién en una solucién en condiciones en las que la al menos parte de las moléculas
de ARNr de la muestra tratada se liberen en la solucion, aislando asi esencialmente la totalidad de las moléculas de
ARN que, bien solas o en combinacion, presentan una secuencia de al menos una molécula de ARNr de longitud
completa presente en la muestra inicial (por ejemplo, al menos >95 % ..., >98 % ..., >99 % ..., >99,8 % ... 0 >99,9 %
de la al menos una molécula de ARNr de longitud completa presente en la muestra inicial).

[0038] En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona métodos de aislamiento de esencialmente la
totalidad de las moléculas de ARN que, bien solas o en combinacién, presentan la secuencia en al menos una
molécula de ARNr de longitud completa, método que comprenden: a) proporcionar i) una muestra inicial que
comprende moléculas de ARN, en la que las moléculas de ARN comprenden moléculas de ARNr y moléculas de
ARN distinto del ARNr; ii) una composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad
que presentan secuencias correspondientes a esencialmente la totalidad de al menos una molécula de ARNr de
longitud completa seleccionada entre: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S,
moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S; e iii) una
matriz de unién (por ejemplo, microparticulas) que comprenden moléculas de unién a marcadores de afinidad; b)
poner en contacto la muestra inicial con la composicidon en condiciones que permitan que al menos parte de las
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad y al menos parte de las moléculas de ARNr formen hibridos
de ARNr bicatenarios, generando asi una muestra tratada; c) poner en contacto la muestra tratada con la matriz de
unién en condiciones que permitan que al menos una parte de los hibridos de ARNr bicatenarios se una a la matriz
de union; d) retirar la matriz de unién a la que se han unido los hibridos de ARNr bicatenarios que comprenden las
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad y la al menos parte de las moléculas de ARNr de la muestra
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tratada; y e) incubar la matriz de unién en una solucion en condiciones en las que la al menos parte de las moléculas
de ARNr de la muestra tratada se liberen en la solucién, generando asi una muestra de ARNr aislada que
comprende esencialmente la totalidad de las moléculas de ARN que, bien solas o en combinacién, presentan una
secuencia en al menos una molécula de ARNr de longitud completa presente en la muestra inicial (por ejemplo, al
menos >90 % ..., >95% ..., >98 % ..., >99 % ..., >99,8 % ... 0 >99,9 % de la al menos una molécula de ARNr de
longitud completa presente en la muestra inicial) y en la que la muestra de ARNr aislada esta esencialmente exenta
(por ejemplo, al menos >90 % ..., >95% ..., >98 % ..., >99 % ..., >99,8 % ... 0 >99,9 % exenta) de las moléculas de
ARN distinto del ARNr presentes en la muestra inicial.

[0039] En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona métodos de aislamiento de esencialmente la
totalidad de las moléculas de ARN que, bien solas o en combinacién, presentan la secuencia en al menos una
molécula de ARNr de longitud completa, método que comprende: a) proporcionar i) una muestra inicial que
comprende moléculas de ARN, en la que las moléculas de ARN comprenden moléculas de ARNr y moléculas de
ARN distinto del ARNr; ii) una composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad
que presenta secuencias correspondientes a esencialmente la totalidad de al menos una molécula de ARNr de
longitud completa seleccionada entre: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S,
moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S; e iii) una
matriz de unién (por ejemplo, microparticulas) que comprenden moléculas de unién a marcadores de afinidad; b)
poner en contacto la muestra inicial con la composicidon en condiciones que permitan que al menos parte de las
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad y al menos parte de las moléculas de ARNr formen hibridos
de ARNr bicatenarios, generando asi una muestra tratada; c) poner en contacto la muestra tratada con la matriz de
unioén en condiciones que permitan que al menos una parte de los hibridos de ARNr bicatenarios se unan a la matriz
de unioén; d) retirar la matriz de unién a la que se unen los hibridos de ARNr bicatenarios que comprenden las
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad y la al menos parte de las moléculas de ARNr de la muestra
tratada; y e) incubar la matriz de unién en una solucién en condiciones en las que la al menos parte de las moléculas
de ARNr de la muestra tratada se liberen en la solucién, generando asi una muestra de ARNr aislada que
comprende esencialmente la totalidad de las moléculas de ARN que, bien solas o en combinacién, presentan una
secuencia de al menos una molécula de ARNr de longitud completa presente en la muestra inicial (por ejemplo, al
menos >90 % ..., >95% ..., >98 % ..., >99 % ..., >99,8 % ... 0 >99,9 % de la al menos una molécula de ARNr de
longitud completa presente en la muestra inicial) y en la que, bien i) la muestra de ARNr aislada esta esencialmente
exenta (por ejemplo, al menos >90% ..., >95% ..., >98% ..., >99 % ..., >99,8 % ... 0 >99,9 % exenta) de las
moléculas de ARN distinto del ARNr presentes en la muestra inicial, o ii) contiene niveles no detectables de ARN
distinto del ARNr de la muestra inicial medidos usando electroforesis de gel de agarosa y tincion con bromuro de
etidio.

[0040] En algunas realizaciones de los métodos de aislamiento de esencialmente la totalidad de las moléculas de
ARN que, bien solas o en combinacion, presentan la secuencia en al menos una molécula de ARNr de longitud
completa, la muestra de ARNr aislada procede de una muestra inicial (por ejemplo, que comprende una muestra
bioldgica, incluyendo una muestra médica, tal como saliva, esputo, heces, orina o una muestra celular, tisular u
organica, una muestra medioambiental, una muestra metagendmica o cualquier otro tipo de muestra que pueda
contener el ARN de interés), independientemente de que la muestra no se prepare o se prepare (por ejemplo, por
fijaciéon usando una solucion, por ejemplo, formalina o etanol; montaje en un portaobjetos; o mediante el uso de otros
procedimientos conocidos en la técnica) y el ARNr aislado se analiza para determinar el género, la especie o la cepa
de origen, indicando asi qué género, especie o cepa en particular estaba presente en la muestra inicial y, por lo
tanto, en la muestra o entorno en particular del que se recogid la muestra. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el
método se usa para identificar y estudiar los organismos presentes en un “microbioma” de ser humano, animal o
planta, por ejemplo, para aplicaciones de investigacion, medicina o agricultura. En algunas realizaciones, la muestra
de ARNTr aislada procede de una muestra inicial que comprende una muestra de una muestra humana, animal o
vegetal que se proporciona para ensayos o analisis de diagndstico o terandstico médico (por ejemplo, para detectar
un microorganismo patégeno, tal como un patégeno fungicida o bacteriano, que esté o pueda estar relacionado con
o sea causante de un estado patoldgico, por ejemplo, una bacteria patdbgena que se pueda detectar o diagnosticar
basandose en el analisis de al menos una molécula de ARNr, por ejemplo, segun lo descrito por Chakravorty, S. et
al., J. Microbiol. Methods 69: 330-339, 2007 y por Millar, B. C. et al. en Current Issues Mol. Biol. 9: 30 21-40, 2007).
En algunas realizaciones, la muestra de ARNr asilada se analiza usando cualquiera de los muchos métodos de
secuenciacion de nueva generacion conocidos en la técnica (por ejemplo, tras el marcaje del extremo 3’, o de los
extremos 3’ y 5’ de las moléculas aisladas de ARNr y de su transcripcion inversa para fabricar moldes de ADN
monocatenario lineal marcado o desmarcado, o moldes de ADN monocatenario circular para la secuenciacién de
nueva generacion (por ejemplo, usando una plataforma de secuenciacién Roche 454™ lllumina Solexa™, Life
Technologies SOLID™, Pacific Biosciences, Intelligent Biosistemas, Helicos, Qiagen, u otra plataforma de
secuenciacion de nueva generacion). En otras realizaciones mas, la muestra de ARNr aislada se analiza mediante
PCR en tiempo real.

[0041] En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona métodos de aislamiento de esencialmente la
totalidad de las moléculas de ARN que, bien solas o en combinacién, presentan la secuencia en al menos una
molécula de ARNr de longitud completa, método que comprende: a) proporcionar i) una muestra inicial que
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comprende moléculas de ARN, en la que las moléculas de ARN comprenden moléculas de ARNr y moléculas de
ARN distinto del ARNr; e ii) una composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad
que estan unidas a una matriz de union (por ejemplo, microparticulas que comprenden moléculas de unién a
marcadores de afinidad), en la que las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad, solas o en
combinacién, presentan secuencias correspondientes a esencialmente la totalidad de al menos una molécula de
ARNr de longitud completa seleccionada entre: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S,
5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S; b)
poner en contacto la muestra inicial con la composicion en condiciones que permitan que al menos algunas de las
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad de la composicién y al menos parte de las moléculas de ARNr
formen hibridos de ARNTr bicatenarios que se unan a la matriz de unién, generando asi una muestra tratada; y c)
retirar la matriz de unién a la que estan unidos los hibridos de ARNr bicatenarios, aislando asi esencialmente la
totalidad de las moléculas de ARN que, bien solas o en combinacién, presentan la secuencia en al menos una
molécula de ARNr de longitud completa. En algunas realizaciones del presente método, el método comprende
ademas la etapa de lavar la matriz de unién a la que estan unidos los hibridos de ARNr bicatenarios para retirar las
moléculas de ARN distinto del ARNr no unidas especificamente de la muestra. En algunas realizaciones, la muestra
tratada se conserva sobre la matriz de union para su futuro analisis o uso. En algunas realizaciones, el método
comprende ademas la etapa de incubar la matriz de unién en una solucién en condiciones en las que la al menos
parte de las moléculas de ARNr de la muestra tratada se liberen en la solucién, generando asi una solucién de la
muestra de ARNr aislada que comprende esencialmente la totalidad de las moléculas de ARN que, bien solas o en
combinacion, presentan una secuencia en al menos una molécula de ARNr de longitud completa presente en la
muestra inicial (por ejemplo, al menos >90% ..., >95% ..., >98 % ..., >99% ..., >99,8 % ...0 >99,9 % de las
moléculas de ARN que, bien solas o en combinacion, presentan una secuencia en al menos una molécula de ARNr
de longitud completa presente en la muestra inicial) y en la que, bien i) la muestra de ARNr aislada esta
esencialmente exenta (por ejemplo, al menos >90 % ..., >95 % ..., >98 % ..., >99 % ..., >99,8 % ... 0 >99,9 % exenta)
de las moléculas de ARN distinto del ARNr presentes en la muestra inicial, o ii) contiene niveles no detectables de
ARN distinto del ARNr de la muestra inicial medidos usando electroforesis de gel de agarosa y tinciéon con bromuro
de etidio. En algunas realizaciones, la muestra de ARNr aislada es de una muestra medioambiental o
metagenomica, y el ARNr aislado se analiza para determinar los géneros, las especies o las cepas que estaban
presentes en la muestra y, por lo tanto, el ambiente particular del que se recogié la muestra. En algunas
realizaciones, la muestra de ARNr aislada se analiza (por ejemplo, mediante secuenciacién de nueva generacion,
PCR de transcripcién inversa en tiempo real u otro método, tal como un método descrito en cualquier parte del
presente documento).

[0042] En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos de la invencion de generacion de una muestra
empobrecida en ARNr o de aislamiento de esencialmente la totalidad de las moléculas de ARN que, bien solas o en
combinacion, presentan la secuencia de al menos una molécula de ARNr de longitud completa, el método usa
cualquiera de las composiciones que comprenden moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad obtenidas
usando cualquiera de los métodos descritos en el presente documento para generar moléculas de ARNr antisentido
marcadas por afinidad.

[0043] En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos de generacién de una muestra empobrecida en
ARNr o de aislamiento de esencialmente la totalidad del ARNr que, bien solas o en combinacién, presenta una
secuencia en al menos una molécula de ARNr de longitud completa a partir de una muestra inicial, la composicion
que comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad que estan unidas a una matriz de unién
comprende biotina como marcador de afinidad, en la que la biotina se une a al menos aproximadamente dos a ocho
nucleobases por cada cien nucleobases de las moléculas de ARNr antisentido, y la matriz de unién comprende
microparticulas a las que la estreptavidina y la avidina se unen como molécula de unién a marcador de afinidad. En
algunas oftras realizaciones del presente método, las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad
comprenden biotina como marcador de afinidad, en las que la biotina se une a al menos aproximadamente dos a
cuatro nucleobases por cada cien nucleobases de las moléculas de ARNr antisentido, o a al menos
aproximadamente tres a cinco nucleobases por cada cien nucleobases de las moléculas de ARNr antisentido, o a al
menos aproximadamente cuatro a seis nucleobases por cada cien nucleobases de las moléculas de ARNr
antisentido, o a al menos aproximadamente seis a ocho nucleobases por cada cien nucleobases de las moléculas de
ARNr antisentido.

[0044] En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos de la invencion de generacion de una muestra
empobrecida en ARNr o de aislamiento de esencialmente la totalidad del ARNr que, bien solo o en combinacioén,
presenta una secuencia en al menos una molécula de ARNr de longitud completa a partir de una muestra inicial, la
muestra inicial contiene ARN degradado, y el método se usa para generar una muestra empobrecida en ARNr para
su posterior analisis y uso. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la muestra inicial es una muestra de FFPE que
contiene ARN degradado, y el método se usa para generar una muestra empobrecida en ARNr que contenga al
menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés, en el que la muestra empobrecida en ARNr se usa para
analizar la expresion o expresion relativa de una o mas moléculas de ARN, seleccionadas entre ARNm, ARNim,
ARNnNc, ARNpiwi y ARN que comprende el transcriptoma completo (menos el ARNr) de una o varias células, tejidos,
oérganos u organismos, seleccionandose el método de analisis entre analisis de micromatrices (por ejemplo,
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Affymetrix, NimbleGen Sistemas, Agilent Sistemas), secuenciaciéon de nueva generacion (o el denominado analisis
"digital"), incluyendo, entre otros, métodos y técnicas de secuenciacién de ARN de nueva generacién denominados
mediante expresiones tales como "ARN-Seq" "perfilado de ARNm digital", "perfilado de transcriptomas" y "perfilado
de ribosomas" (por ejemplo, Ingolia et al., Science 324: 218-223, 2009), analisis de rastreo y analisis usando un
ensayo de diagndstico o terandstico, incluyendo un ensayo de diagndstico o terandstico que comprenda qPCR de
transcripcion inversa, y un ensayo de diagnostico o terandstico que comprenda amplificacion y/o deteccion de ARN
de una secuenciacion usando una sonda marcada.

[0045] En ciertas realizaciones de cualquiera de los métodos de la invencion de uso de una composicion que
comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad para generar una muestra empobrecida en ARNr
o para aislar esencialmente la totalidad de las moléculas de ARN que, bien solas o en combinacion, presentan la
secuencia de al menos una molécula de ARNr de longitud completa, la composicion de moléculas de ARNr
antisentido marcadas por afinidad se genera a partir de una primera especie u organismo, y se usa para generar una
muestra empobrecida en ARNr o de aislamiento de esencialmente la totalidad de las moléculas de ARN que, bien
solas o0 en combinacion, presentan una secuencia en al menos una molécula de ARNr de longitud completa de una
segunda especie u organismo diferente de la primera especie u organismo (por ejemplo, la primera especie u
organismo es ratdén o rata, y la segunda especie u organismo es ser humano). En algunas realizaciones, las
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad se generan a partir de al menos una cualquiera molécula de
ARNr de la primera especie de organismo en la que dichas moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad se
hibridan con secuencias presentas en la totalidad de la al menos una molécula de ARNr presente en la muestra
inicial de la segunda especie u organismo en las condiciones usadas en el método de generacion de una muestra
empobrecida en ARNr o de aislamiento de al menos una molécula de ARNr de la muestra inicial. En realizaciones
adicionales, la primera especie u organismo es un mamifero no humano (por ejemplo, gato, perro, oveja, raton, rata,
mono, etc.) y la segunda especie u organismo es Homo sapiens. En realizaciones particulares, la primera especie u
organismo comprende bacterias distintas de E. coli, y la segunda especie u organismo es E. coli. En algunas
realizaciones, el método de generacion de una muestra empobrecida en ARNr o de aislamiento de esencialmente la
totalidad de las moléculas de ARN que, bien solas o en combinacién, presentan una secuencia en al menos una
molécula de ARNr de longitud completa se realiza usando una muestra metagenémica o medioambiental que
contiene multiples especies u organismos. Asi pues, en algunas realizaciones en las que la composicion que
comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad corresponde a al menos una molécula de ARNr
procariota de longitud completa (por ejemplo, generada a partir de al menos una molécula de ARNr de longitud
completa de E. coli), la composicién se usa para generar una muestra empobrecida en ARNr o de aislamiento de
esencialmente la totalidad de las moléculas de ARN que, bien solas o en combinacién, presentan una secuencia en
al menos una molécula de ARNr de longitud completa que comprende multiples moléculas de ARNr de multiples
especies u organismos.

[0046] En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos de la invencion de generacion de una muestra
empobrecida en ARNr o de aislamiento de esencialmente la totalidad de las moléculas de ARN que, bien solas o en
combinacion, presentan la secuencia de al menos una molécula de ARNr de longitud completa, en lugar de usar las
composiciones que comprenden moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad, el método usa
composiciones que comprenden moléculas de ADN monocatenario marcadas por afinidad que, solas o en
combinacién, son complementarias a esencialmente la totalidad de la secuencia presentada por la al menos una
molécula de ARNr de longitud completa seleccionada entre: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S,
28S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S,
16S y 58S, estando los marcadores de afinidad presentes en una proporcion de al menos aproximadamente dos a al
menos cuatro marcadores de afinidad por cada cien nucleobases de las moléculas de ADN monocatenario
marcadas por afinidad.

[0047] Con el trabajo realizado durante los desarrollos de la presente invencion, se encontré que el método
se puede realizar usando muestras en las que la muestra inicial comprende, en general, cualquier cantidad de
moléculas de ARN totales. En una realizacion, la cantidad del ARN total presente en la muestra inicial es de entre
aproximadamente 10 picogramos y 50 nanogramos. En otra realizacion, la cantidad de ARN total presente en la
muestra inicial es de entre aproximadamente 50 nanogramos y un microgramo. En otra realizacion mas, la cantidad
de ARN total presente en la muestra inicial es de entre aproximadamente un microgramo y cinco microgramos. En
algunas realizaciones de estos métodos, al menos una parte de las moléculas de ARN de la muestra inicial esta muy
fragmentada (por ejemplo, digerida previamente con una enzima RNAsa o de muestras de ARN mas antiguas). En
algunas realizaciones de estos métodos, las moléculas de ARN de la muestra inicial son de una muestra embebida
en parafina (por ejemplo, muestra fijada con formalina y embebida en parafina). En realizaciones adicionales de
estos métodos, las moléculas de ARN antisentido marcadas por afinidad corresponden a la al menos una molécula
de ARNr de la misma especie u organismo (por ejemplo, moléculas de ARN antisentido marcadas por afinidad
corresponden a la al menos una molécula de ARNr de células humanas olas moléculas de ARN antisentido
marcadas por afinidad corresponden a la al menos una molécula de ARNr de células de E. coli). En ciertas
realizaciones de estos métodos en los que las moléculas de ARN antisentido marcadas por afinidad corresponden a
la al menos una molécula de ARNr de células humanas, la al menos una molécula de ARNr es ARNr 28S humano.
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[0048] En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos de la invencion de generacion de una muestra
empobrecida en ARNr o de aislamiento de esencialmente la totalidad de las moléculas de ARN que, bien solas o en
combinacion, presentan la secuencia de al menos una molécula de ARNr de longitud completa, la proporcion de las
moléculas de unién a marcadores de afinidad con respecto a los marcadores de afinidad durante la puesta en
contacto de la etapa b) es de al menos 2 con respecto a 1 (por ejemplo, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1... 0 10:1).

[0049] En ciertas realizaciones de cualquiera de los métodos de la invencion de generacion de una muestra
empobrecida en ARNr o de aislamiento de esencialmente la totalidad de las moléculas de ARN que, bien solas o en
combinacion, presentan la secuencia de al menos una molécula de ARNr de longitud completa, la muestra inicial
que comprende moléculas de ARN representa ARN total aislado de una muestra de célula o de tejido, o de una
muestra medioambiental (por ejemplo, de una linea celular, una muestra de biopsia de tejido, una muestra de fluido
corporal, un hisopo de una superficie hospitalaria, una muestra de agua, etc. ). En algunas realizaciones de estos
métodos, el método comprende ademas proporcionar una muestra de ARN de control (por ejemplo, que comprenda
ARN total) de una muestra celular o tisular, asi como realizar el método usando la muestra de control. En ciertas
realizaciones, la muestra de control comprende ARN total de células HelLa y/o de células de E. coli.

[0050] En realizaciones adicionales de cualquiera de los métodos de la invencion de generacion de una muestra
empobrecida en ARNr o de aislamiento de esencialmente la totalidad de las moléculas de ARN que, bien solas o en
combinacion, presentan la secuencia de al menos una molécula de ARNr de longitud completa, la muestra inicial
esta esencialmente exenta de sales y/o liquidos organicos. En otras de estas realizaciones, la muestra inicial
comprende agua exenta de RNasa y/o tampén de TE. En realizaciones particulares, el método comprende ademas
tratar la muestra empobrecida en ARNr o la muestra de ARNr aislada en condiciones que permitan que las
moléculas de ARN presentes en la muestra ademas se purifiquen (por ejemplo, mediante purificacion posterior
usando precipitacion en etanol, isopropanol o acetato de amonio). En realizaciones particulares, la muestra
empobrecida en ARNr o la muestra de ARNr aislada se usa en métodos de analisis posterior, tal como para el
analisis mediante secuenciacién de nueva generacion, para preparar diana marcada para el analisis de
micromatrices, para analisis de rastreo o diagndstico o terandstico (por ejemplo, usando un kit de rastreo,
diagndstico o terandstico vegetal, humano o animal). En algunas realizaciones, los acidos nucleicos de la muestra
empobrecida en ARNr o la muestra de ARNr aislada se amplifican antes de un analisis posterior. En otras
realizaciones de estos métodos, la puesta en contacto de la etapa b) se realiza en presencia de un inhibidor de
RNasa. En algunas realizaciones, las composiciones usadas en el método comprenden ademas agua exenta de
RNasa.

[0051] En realizaciones adicionales de cualquiera de los métodos de la invencion de generacion de una muestra
empobrecida en ARNr o de aislamiento de esencialmente la totalidad de las moléculas de ARN que, bien solas o en
combinacion, presentan la secuencia de al menos una molécula de ARNr de longitud completa, las condiciones de la
etapa b) comprenden incubar a una temperatura de aproximadamente 60-75 °C durante un primer periodo de tiempo
(por ejemplo, 5-15 minutos) e incubar a aproximadamente la temperatura ambiente durante un segundo periodo de
tiempo (por ejemplo, 10-25 minutos). En algunas realizaciones de estos métodos, las condiciones de la etapa b)
incluyen la presencia de tampdn de hibridacion. En realizaciones particulares de estos métodos, las condiciones de
la etapa c) incluyen al menos el mezclado ocasional a la temperatura ambiente y/o a 35-60 °C o 25-70 °C, o a
aproximadamente 50 °C. En realizaciones adicionales de estos métodos, la matriz de unidén comprende una
pluralidad de particulas individuales (por ejemplo, nanoparticula, particulas magnéticas, perlas macroporosas, etc.)
En realizaciones adicionales de estos métodos, la matriz de unién comprende una columna de unién o una
membrana. En algunas realizaciones de estos métodos, los marcadores de afinidad se seleccionan entre biotina,
avidina o estreptavidina, digoxigenina, anticuerpos (o fragmentos de anticuerpo) y otras moléculas de union Utiles.
En ciertas realizaciones de estos métodos, las moléculas de unién a marcadores de afinidad se seleccionan entre
biotina, avidina o estreptavidina, digoxigenina, anticuerpos (o fragmentos de anticuerpo) y otras moléculas de union
utiles.

[0052] En algunas realizaciones de la invencién, una o mas de las secuencias de la al menos una molécula de
ARNTr, o de una o mas de las moléculas de ARN distinto del ARNr, o de una o mas de otras moléculas de acido
nucleico presentes en la muestra inicial se amplifican (por ejemplo, usando cualquier método apropiado conocido en
la técnica para la amplificacion de ARN y/o ADN, por ejemplo, PCR en tiempo real o PCR de transcripcion inversa,
amplificacion mediada por transcripcién, amplificacion de ARN usando un kit RiboMultiplier™, Epicentre
Biotechnologies, Madison, WI, amplificacion de desplazamiento de cadena, LAMP, ICAN™, UCAN™ (TAKARA),
amplificacion de circulo rodante, etc.) bien, antes o después de generar la muestra empobrecida en ARNr o de aislar
la al menos una molécula de ARNr, respectivamente, usando uno de los métodos de la presente invencion para
generar una muestra empobrecida en ARNr o de aislamiento de esencialmente la totalidad de las moléculas de ARN
que, bien solas o en combinacion, presentan la secuencia en al menos una molécula de ARNr de longitud completa.
En algunas de estas realizaciones, la muestra que comprende la una o mas respectivas secuencias amplificadas de
moléculas de ARN distinto del ARNr, o moléculas de ARNr y/u otras moléculas de acido nucleico se usa para un
analisis posterior.

[0053] En otras realizaciones, la presente invencion proporciona una composicion que comprende moléculas de
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ARNr antisentido correspondientes a esencialmente la totalidad de al menos una molécula de ARNr seleccionada
entre: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 188S, 5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial
eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 58S, en la que las moléculas de ARNr antisentido
comprenden marcadores de afinidad, estando la composicién esencialmente exenta de moléculas de ARN distinto
del ARNr que comprenden los marcadores de afinidad. En ciertas realizaciones, la composicién comprende ademas
una matriz de unién, en la que la matriz de unién comprende moléculas de unién a marcadores de afinidad (por
ejemplo, microparticulas). En realizaciones particulares, las moléculas de ARNr antisentido se unen a la matriz de
union mediante la interaccion del marcador de afinidad y las moléculas de unién al marcador de afinidad

[0054] En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona composiciones que comprenden: a) una
composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido correspondientes a esencialmente la totalidad de al
menos una molécula de ARNr seleccionada entre: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S,
5,8S y 5S, 12S y 16S moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S,
16S y 58S, en la que las moléculas de ARNr antisentido comprenden marcadores de afinidad; y b) moléculas de ARN
distinto del ARNr que estan exentas de marcador de afinidad. En ciertas realizaciones, las composiciones
comprenden ademas una matriz de unién que comprende moléculas de unién a marcadores de afinidad.

[0055] En realizaciones particulares, la presente invencién proporciona composiciones que comprenden una
muestra empobrecida en ARNr que comprende moléculas de ARN distinto del ARNr, estando la composicién
esencialmente exenta de secuencias de ARNr presentadas por al menos una molécula de ARNr seleccionada entre:
moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial
eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S.

[0056] En realizaciones adicionales, la presente invencion proporciona composiciones que comprenden moléculas
de ARNr antisentido correspondientes a esencialmente la totalidad de al menos una molécula de ARNr seleccionada
entre: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 188S, 5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial
eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S, en las que las moléculas de ARNr antisentido
comprenden marcadores de afinidad y en las que la composicion esta esencialmente exenta de moléculas de ARN
distinto del ARNr que comprenden los marcadores de afinidad.

[0057] En ofras realizaciones, la presente invencidon proporciona composiciones que comprenden: a)
composiciones que comprenden moléculas de ARNr antisentido correspondientes a esencialmente la totalidad de al
menos una molécula de ARNr seleccionada entre: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S,
5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S, en
las que las moléculas de ARNr antisentido comprenden marcadores de afinidad; y b) moléculas de ARN distinto del
ARNr que estan exentas de marcadores de afinidad. En realizaciones adicionales, las composiciones comprenden
ademas una matriz de unién que comprende moléculas de unién a marcadores de afinidad.

[0058] En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona composiciones que comprenden: una muestra
empobrecida en ARNr que comprende moléculas de ARN distinto del ARNr, estando la composicion esencialmente
exenta de secuencias de ARNr presentadas por al menos una molécula de ARNr seleccionada entre moléculas de
ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S,
y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S. En algunas realizaciones particulares, las composiciones estan
esencialmente exentas de secuencias de ARNr presentadas por dos, tres o cuatro moléculas de ARNr
seleccionadas entre moléculas de ARNTr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S. En algunas
realizaciones particulares, las composiciones estan esencialmente exentas de secuencias de ARNr presentadas por
moléculas de ARNr mitocondrial eucariota tanto 12S como 16S.

[0059] En ciertas realizaciones, la presente invencién proporciona composiciones que comprenden: a)
composiciones que comprenden moléculas de ARNr antisentido correspondientes a esencialmente la totalidad de al
menos una molécula de ARNr seleccionada entre: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S,
5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S, en
las que las moléculas de ARNr antisentido comprenden marcadores de afinidad y en las que las moléculas de ARNr
antisentido proceden de una primera especie u organismo; y b) moléculas de ARN distinto del ARNr que estan
exentas de marcadores de afinidad, en las que las moléculas de ARN distinto del ARNr proceden de una segunda
especie u organismo diferente de la primera especie u organismo. En otras realizaciones, las composiciones
comprenden ademas una matriz de unién que comprende moléculas de unién a marcadores de afinidad.

[0060] En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona composiciones que comprenden: a) moléculas
de ARNr antisentido marcadas por afinidad correspondientes a esencialmente la totalidad de al menos una molécula
de ARNr seleccionada entre: moléculas de ARNTr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas
de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S, estando los marcadores
de afinidad presentes en las moléculas de ARNr antisentido en una proporcién de al menos aproximadamente dos a
ocho marcadores de afinidad por cada cien nucleobases de las moléculas de ARNr antisentido; y b) moléculas de
ARN distinto del ARNr que estan exentas de marcadores de afinidad. En algunas realizaciones, la composicion
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comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad de una primera especie u organismo y moléculas
de ARN distinto del ARNr que estan exentas de marcadores de afinidad de una segunda especie u organismo. En
ciertas realizaciones, las composiciones comprenden ademas una matriz de unién que comprende moléculas de
unién a marcadores de afinidad.

[0061] En realizaciones adicionales, la presente invencion proporciona composiciones que comprenden: una
muestra empobrecida en ARNr que comprenden moléculas de ARN distinto del ARNr, estando la composicion al
menos aproximadamente un 99,0 % exenta de secuencias de ARNr presentadas por al menos una molécula de
ARNr seleccionada entre: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas de
ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S.

[0062] La presente invencion proporciona kits o sistemas de realizacion de cualquiera de los métodos de la
invencion, incluyendo cualquiera de las etapas de dichos métodos.

[0063] Por ejemplo, en algunas realizaciones adicionales, la presente invencion proporciona kits y sistemas que
comprenden: a) un primer componente que comprende una composicion que comprende moléculas de ARNr
antisentido complementarias a esencialmente la totalidad de la secuencia presentada por la al menos una molécula
de ARNr seleccionada entre: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 258, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas
de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S, en el que las moléculas
de ARNr antisentido comprenden marcadores de afinidad y en el que la composicidn esta esencialmente exenta de
moléculas de ARN distinto del ARNr que comprenden los marcadores de afinidad; y b) al menos un segundo
componente seleccionado del grupo que consiste en: i) una matriz de unién que comprende moléculas de union a
marcadores de afinidad; ii) una muestra de control que comprende ARN total de una muestra celular o tisular; iii) una
solucién que comprende un inhibidor de RNasa; iv) una solucion de lavado de la matriz de union que esta exenta de
RNasa; v) un volumen de agua exenta de RNasa; vi) un tampdn de hibridacion; vii) un reactivo de purificacion de
ARN total; y viii) una solucién de resuspension de la matriz de unién, en la que dicha solucion esta exenta de RNasa.
En ciertas realizaciones, el segundo componente es la matriz de unién. En realizaciones adicionales, el segundo
componente es la muestra de control. En algunas realizaciones, el segundo componente es la solucion que
comprende un inhibidor de RNasa.

[0064] En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona kits y sistemas que comprenden: a) un primer
componente que comprende una composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido complementarias a
esencialmente la totalidad de la secuencia presentada por la al menos una molécula de ARNr seleccionada entre:
moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial
eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 58S, en el que las moléculas de ARNr antisentido
comprenden marcadores de afinidad y en el que la composicion esta esencialmente exenta de moléculas de ARN
distinto del ARNr que comprenden los marcadores de afinidad; y b) al menos un segundo componente seleccionado
del grupo que consiste en: i) una matriz de unién que comprende moléculas de unién a marcadores de afinidad; ii)
una muestra de control que comprende ARN total de una muestra celular o tisular; iii) una solucién que comprende
un inhibidor de RNasa; iv) una solucion de lavado de la matriz de union que esta exenta de RNasa; v) un volumen de
agua exenta de RNasa; vi) un tampén de hibridacion; y vii) un reactivo de purificacion de ARN total.

[0065] En realizaciones adicionales, la presente invencion proporciona kits y sistemas que comprenden: a) un
primer componente que comprende una composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por
afinidad complementarias a esencialmente la totalidad de la secuencia presentada por la al menos una molécula de
ARNr seleccionada entre: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S, moléculas de
ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S, en el que las moléculas de
ARNr antisentido comprenden marcadores de afinidad, estando los marcadores de afinidad presentes en las
moléculas de ARNr antisentido en una proporcién de al menos aproximadamente dos a ocho marcadores de
afinidad por cada cien nucleobases de las moléculas de ARNr antisentido, y en el que la composicion esta
esencialmente exenta de moléculas de ARN distinto del ARNr que comprenden los marcadores de afinidad; y b) al
menos un segundo componente seleccionado del grupo que consiste en: i) una matriz de unién que comprende
moléculas de unidn a marcadores de afinidad; ii) una muestra de control que comprende ARN total de una muestra
celular o tisular; iii) una solucion que comprende un inhibidor de RNasa; iv) una solucion de lavado de la matriz de
union que esta exenta de RNasa; v) un volumen de agua exenta de RNasa; vi) un tampoén de hibridacion; y vii) un
reactivo de purificacién de ARN total.

[0066] En algunas realizaciones de un kit o sistema, los marcadores de afinidad estan presentes en la composicion
de moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad en una proporcién de al menos aproximadamente dos a
aproximadamente ocho marcadores de afinidad por cada 100 nucleobases de las moléculas de ARNr antisentido
(por ejemplo, al menos 2:100, 3:100,4:100, 5:100, 6:100, 7:100 o 8:100). En ciertas realizaciones, el marcador de
afinidad solo se asocia con una nucleobase de las moléculas de ARNr antisentido. En algunas de estas
realizaciones, los marcadores de afinidad solo se asocian con un tipo de nucleobase seleccionada entre: adenina
(A\), citosina (C), guanina (G) y uracilo (U).
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[0067] En otras realizaciones de un kit o sistema, las composiciones que comprenden moléculas de ARNr
antisentido marcadas por afinidad corresponden a al menos el 95,0 % de la totalidad de la al menos una secuencia
de ARNr (por ejemplo, 95,0% ... 955% ... 96,0% ... 96,5% ..97,0% ... 97,5% ... 98 % ... 98,5% ... 99,0 % ...
99,5% ... 99,9 ... 0 100 % de la al menos una molécula de ARNr (por ejemplo, en las que las composiciones
comprenden moléculas de ARNr antisentido que presentan, solas o en combinacién, secuencias correspondientes a
la totalidad de la secuencia de ARNr de longitud completa para una determinada molécula de ARNr).

Breve descripcion de las figuras

[0068] EI anterior sumario y la descripcion se entienden mejor cuando se leen en combinacion con las figuras
anexas que se incluyen a modo de ejemplo y no a modo de limitacion.

La Figura 1A muestra un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que contiene los siguientes amplicones de
PCR: Carril M-escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - 300 ng de amplicon de PCR para ARNr 18S
humano; Carril 2 - 300 ng de amplicén de PCR para ARNr 5,8S humano; Carril 3 - 300 ng de amplicén de PCR
para ARNr 5S humano; Carril 4 - 300 ng de amplicon de PCR para segmento 5’ de ARNr 23S de E. coli; Carril 5 -
300 ng de amplicon de PCR para segmento 3’ de ARNr 23S de E. coli; Carril 6 - 300 ng de amplicon de PCR
para ARNr 16S de E. coli; y Carril 7 - 300 ng de amplicon de PCR para ARNr 5SS de E. coli.

La Figura 1B muestra un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que contiene las siguientes secuencias
antisentido: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - 300 ng de ARNr 18S antisentido humano;
Carril 2 - 300 ng de ARNr 5,8S antisentido humano; Carril 3 - 300 ng de ARNr 5S antisentido humano; Carril 4 -
300 ng de segmento 5’ de ARNr 23S de E. coli; Carril 5 - 300 ng de segmento 3’ de ARNr 23S de E. coli; Carril 6
- 300 ng de ARNTr 16S antisentido de E. coli; y Carril 7 - 300 ng de ARNr 5S antisentido de E. coli.

La Figura 1C muestra un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que contiene los siguientes carriles: Carril
M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - 300 ng de ARNr antisentido biotinilado 28S a base de T7; y
Carril 2 - 300 ng de ARNr antisentido biotinilado 28S a base de SP6.

La Figura 2A muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - ARNr antisentido
biotinilado tras la purificacion con microesferas directamente sobre la columna; Carril 2 - ARNr antisentido
biotinilado tras la purificacion del sobrenadante tras la extraccion de las microesferas; y Carril 3 - control de ARNr
antisentido biotinilado.

La Figura 2B muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - control de ARNr
antisentido biotinilado; Carril 2 - ARNr antisentido biotinilado tras la purificacion tras 20 ul de microesferas; Carril
3 - ARNr antisentido biotinilado tras la purificacion tras 2 x 20 ul de microesferas; y Carril 4 - ARNr antisentido
biotinilado tras la purificacion tras 40 ul de microesferas.

La Figura 3A muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - ARNr antisentido
biotinilado al 10 % menos microesferas; Carril 2 - ARNr antisentido biotinilado al 10 % mas 20 ul de
microesferas; Carril 3 - ARNr antisentido biotinilado al 10 % mas 40 ul de microesferas; Carril 4 - ARNr
antisentido biotinilado al 20 % menos microesferas; Carril 5 - ARNr antisentido biotinilado al 20 % mas 20 ul
microesferas; y Carril 6 - ARNr antisentido biotinilado al 20 % mas 40 pl microesferas.

La Figura 3B muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - ARNr antisentido
biotinilado al 35 % menos microesferas de estreptavidina; Carril 2 - ARNr antisentido biotinilado al 35 % mas
microesferas de estreptavidina; Carril 3 - ARNr antisentido biotinilado al 50 % menos microesferas de
estreptavidina; Carril 4 - ARNr antisentido biotinilado al 50 % mas microesferas de estreptavidina; Carril 5 - ARNr
antisentido biotinilado al 60 % menos microesferas de estreptavidina; y Carril 6 - ARNr antisentido biotinilado al
60 % mas microesferas de estreptavidina.

La Figura 3C muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - PCR de ARNr
antisentido biotinilado al 35 % menos microesferas de estreptavidina; Carril 2 - PCR de ARNr antisentido
biotinilado al 35 % mas microesferas de estreptavidina; Carril 3 - PCR de ARNr antisentido biotinilado al 50 %
menos microesferas de estreptavidina; Carril 4 - PCR de ARNr antisentido biotinilado al 50 % mas microesferas
de estreptavidina; Carril 5 - PCR de ARNr antisentido biotinilado al 60 % menos microesferas de estreptavidina; y
Carril 6 - PCR de ARNr antisentido biotinilado al 60 % mas microesferas de estreptavidina. El Panel 1 muestra
cebadores de ARNr 23S-5’. El Panel 2 muestra cebadores de ARNr 23S-3’. El Panel 3 muestra cebadores de
ARNr 16S-5’. El Panel 4 muestra cebadores de ARNr 16S-3'.

La Figura 4 muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - Sustraccion de la
mezcla de ARN total de L. planfarum mas ARNr antisentido biotinilado de E. coli; y Carril 2 - Sustraccion de la
mezcla de ARN total de L. plantarum menos ARNr antisentido biotinilado de E. coli.

La Figura 5, paneles A - D, que muestran lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carriles 1,
2 - resultado de la PCR para 50 ng ARN total de E. coli de entrada mas sustraccion; Carriles 3, 4 - resultado de la
PCR para 100 ng ARN total de E. coli de entrada mas sustraccion; Carriles 5, 6 - resultado de la PCR para 500
ng ARN total de E. coli de entrada mas sustraccion; Carriles 7, 8 - resultado de la PCR para 1.000 ng ARN total
de E. coli de entrada mas sustraccion; Carriles 9, 10 - resultado de la PCR para 2.500 ng ARN total de E. coli de
entrada mas sustraccion; Carriles 11, 12 - resultado de la PCR para 5.000 ng ARN total de E. coli de entrada
mas sustraccion; Carriles 13, 14 - resultado de la PCR para 500 ng ARN total de E. coli de entrada menos
sustraccion; y Carril 15 - resultado de PCR para la reaccion de control sin molde. El Panel 5A muestra la RT-PCR
de ARNr 23S-5’. El Panel 5B muestra la RT-PCR de ARNr 16S-5'. El Panel 5C muestra la RT-PCR de ARNr 5S.
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El Panel 5D muestra la RT-PCR de ARNm de ompA.

La Figura 6A muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - 300 ng de ARN total
de E. coli intacto; y Carril 2 - 300 ng de ARN total de E. coli fragmentado.

La Figura 6B muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - ARN total de E. coli
intacto menos sustraccion; Carril 2 - ARN total de E. coli intacto mas sustraccion; Carril 3 - ARN total de E. coli
fragmentado menos sustraccion; y Carril 4 - ARN total de E. coli fragmentado mas sustraccion. El Panel 1
muestra un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. El Panel 2 muestra la transferencia Northern de ARNm
de ompA. El Panel 3 muestra la transferencia Northern de ARNr 23S. El Panel 4 muestra la transferencia
Northern de ARNr 16S. El Panel 5 muestra la transferencia Northern de ARNr 5S.

La Figura 6C muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - ARN total de E. coli
intacto menos sustraccion; Carril 2 - ARN total de E. coli intacto mas sustraccion; Carril 3 - ARN total de E. coli
fragmentado menos sustraccion; y Carril 4 - ARN total de E. coli fragmentado mas sustraccion. El Panel 1
muestra la RT-PCR de ompA. El Panel 2 muestra la RT-PCR 5’ de ARNr 23S. El Panel 3 muestra la RT-PCR &’
de ARNr 16S. El Panel 4 muestra la RT-PCR 5’ de ARNr 5S.

La Figura 7A muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - ARNr antisentido
biotinilado 28S; Carril 2 - ARNr antisentido biotinilado 18S; Carril 3 - ARN total humano; Carril 4 - ARN total
humano mas ARNr antisentido biotinilado 28S; Carril 5 - ARN total humano mas ARNr antisentido biotinilado
18S; Carril 6 - ARN total de ratén; Carril 7 - ARN total de ratébn mas ARNr antisentido biotinilado 28S; Carril 8 -
ARN total de raton mas ARNr antisentido biotinilado 18S; Carril 9 - ARN total de rata; Carril 10 - ARN total de rata
mas ARNTr antisentido biotinilado 28S; y Carril 11 - ARN total de rata mas ARNr antisentido biotinilado 18S.

La Figura 7B muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - ARN total humano
(HeLa) menos sustraccion; Carril 2 - ARN total humano (HelLa) mas sustraccion; Carril 3 - ARN total de raton
(3T3) menos sustraccion; Carril 4 - ARN total de ratéon (3T3) menos sustraccion; Carril 5 - ARN total de rata
(NRK) menos sustraccion; y Carril 6 - ARN total de rata (NRK) mas sustraccion.

La Figura 8 muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - resultado de PCR para
100 ng de ARN total humano de entrada mas sustraccion; Carril 2 - resultado de PCR para 500 ng de ARN total
humano de entrada mas sustraccion; Carril 3 - resultado de PCR para 5,0 ug de ARN total humano de entrada
mas sustraccion; Carril 4 - resultado de PCR para 500 ng de ARN total humano de entrada menos sustraccion; y
Carril 5 - resultado de PCR para la reaccién de control sin molde. El Panel A muestra la RT-PCR de ARNr 28S 5'.
Panel B muestra la RT-PCR de ARNr 28S 3'. El Panel C muestra la RT-PCR de ARNr 18S 5. El Panel D
muestra la RT-PCR de ARNr 18S 3’. El Panel E muestra la RT-PCR de ARNr 5,8S. El Panel F muestra la RT-
PCR de ARNr 5S. El Panel G muestra la RT-PCR de ARNm de GAPDH 5'. La Figura 9A muestra lo siguiente:
Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - ARN total de HelLa intacto menos sustraccion; Carril 2 -
ARN total de HelLa intacto mas sustraccion; Carril 3 - ARN total de HelLa fragmentado (1 minuto) menos
sustraccion; Carril 4 - ARN total de HeLa fragmentado (1 minuto) mas sustraccion; Carril 5 -ARN total de HelLa
fragmentado (2 minutos) menos sustraccion; Carril 6 - ARN total de HelLa fragmentado (2 minutos) mas
sustraccion; Carril 7 - ARN total de HeLa fragmentado (3 minutos) menos sustraccion; y Carril 8 - ARN total de
Hela fragmentado (3 minuto) mas sustraccion.

La Figura 9B muestra lo siguiente: Carril 1 - resultado de PCR para ARN total de HelLa intacto menos
sustraccion; Carril 2 - resultado de PCR para ARN total de HelLa intacto mas sustraccioén; Carril 3 - resultado de
PCR para ARN total de HelLa fragmentado (1 minuto) menos sustraccion; Carril 4 - resultado de PCR para ARN
total de HelLa fragmentado (1 minuto) mas sustraccion; Carril 5 - resultado de PCR para ARN total de HelLa
fragmentado (2 minutos) menos sustraccion; Carril 6 - resultado de PCR para ARN total de HelLa fragmentado (2
minutos) mas sustraccion; Carril 7 - resultado de PCR para ARN total de HeLa fragmentado (3 minutos) menos
sustraccion; Carril 8 - resultado de PCR para ARN total de HeLa fragmentado (3 minutos) mas sustraccion; y
Carril 9 - resultado de PCR para la reaccién de control sin molde. El Panel 1 muestra ARNr 28S 5'. El Panel 2
muestra ARNr 18S 5'. El Panel 3 muestra ARNr 5,8S. El Panel 4 muestra ARNr 5S. El Panel 5 muestra ARNm de
GAPDH 5'.

La Figura 10A muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - ARN total de E. coli
intacto menos sustraccion; Carril 2 - ARN total de E. coli intacto mas sustraccion; Carril 3 - ARN total de E. coli
fragmentado menos sustraccion; y Carril 4 - ARN total de E. coli fragmentado mas sustraccion. El Panel 1
muestra ARNm de ompA. El Panel 2 muestra ARNr 23S. El Panel 3 muestra ARNr 16S. El Panel 4 muestra
ARNr 5S.

La Figura 10B muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - resultado de PCR
para ARN total de E. coli intacto menos sustraccién; Carril 2 - resultado de PCR para ARN total de E. coli intacto
mas sustraccion; Carril 3 - resultado de PCR para ARN total de E. coli fragmentado menos sustraccion; y Carril 4
- resultado de PCR para ARN total de E. coli fragmentado mas sustraccion. El Panel 1 muestra ARNm de ompA.
El Panel 2 muestra ARNr 23S. El Panel 3 muestra ARNr 16S. El Panel 4 muestra ARNr 5S.

La Figura 11A muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - ARN total de HelLa
intacto menos sustraccion; Carril 2 - ARN total de Hela intacto mas sustraccion; Carril 3 - ARN total de HelLa
fragmentado menos sustraccion; y Carril 4 - ARN total de HelLa fragmentado mas sustraccion. El Panel 1
muestra los resultados de un método ilustrativo de la presente invencion. El Panel 2 muestra los resultados del
método OLIGOTEX.

La Figura 11B muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - resultados de PCR
para ARN total de Hela intacto menos sustraccion; Carril 2 - resultados de PCR para el ARN total de Hela
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intacto mas sustraccion; Carril 3 - resultados de PCR para el ARN total de HeLa fragmentado menos sustraccion;
y Carril 4 - resultados de PCR para el ARN total de HeLa fragmentado mas sustraccion. El Panel 1 muestra ARNr
28S-5'. El Panel 2 muestra ARNr 28S-3'. El Panel 3 muestra ARNr 18S-5’. El Panel 4 muestra ARNr 18S-3’. El
Panel 5 muestra ARNr 5,8S. El Panel 6 muestra ARNr 5S.

La Figura 11C muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - resultados de PCR
para ARN total de HelLa intacto menos sustraccion; Carril 2 - resultados de PCR para ARN total de HelLa intacto
mas sustraccion; Carril 3 - resultados de PCR para ARN total de HeLa fragmentado menos sustraccion; y Carril 4
- resultados de PCR para ARN total de HelLa fragmentado mas sustraccion. El Panel 1 muestra GAPDH-5’. El
Panel 2 muestra GAPDH-3'. El Panel 3 muestra PGK1-5’. El Panel 4 muestra PGK1-3'.

La Figura 11D muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - resultados de PCR
para ARN total de HelLa intacto menos sustraccién; Carril 2 - resultados de PCR para ARN total de HelLa intacto
mas sustraccion; Carril 3 - resultados de PCR para ARN total de HeLa fragmentado menos sustraccion; y Carril 4
- resultados de PCR para ARN total de HeLa fragmentado mas sustraccion. El Panel 1 muestra ARN de Poly A
n.° 1. El Panel 2 muestra ARN de Poly A n.° 3. El Panel 3 muestra ARN de Poly A n.° 15. El Panel 4 muestra
ARN biomorfico n.° 5.

La Figura 12A muestra lo siguiente: Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - ARN total de HelLa
intacto menos sustraccion; Carril 2 - ARN total de Hela intacto mas sustraccion; Carril 3 - ARN total de HelLa
fragmentado menos sustraccion; y Carril 4 - ARN total de HelLa fragmentado mas sustraccion.

La Figura 12B muestra Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - resultados de PCR para ARN
total de Hela intacto menos sustraccion; Carril 2 - resultados de PCR para ARN total de HelLa intacto mas
sustraccion; Carril 3 - resultados de PCR para ARN total de HelLa fragmentado menos sustraccion; y Carril 4 -
resultados de PCR para ARN total de HelLa fragmentado mas sustraccion; Panel 1 - ARNr 28S-5’; Panel 2 -
ARNr 28S-3’; Panel 3 - ARNr 18S-5’; Panel 4 - ARNr 18S-3’; Panel 5 - ARNr 5,8S; y Panel 6 - ARNr 5S.

La Figura 12C muestra Carril M - escalera de peso molecular de ADN; Carril 1 - resultados de PCR para ARN
total de Hela intacto menos sustraccion; Carril 2 - resultados de PCR para ARN total intacto de HeLa mas
sustraccion; Carril 3 - resultados de PCR para ARN total fragmentado de HelLa menos sustraccion; Carril 4 -
resultados de PCR para ARN total fragmentado de HeLa mas sustraccion; Panel 1 - GAPDH-5’; y Panel 2 -
GAPDH-3'.

Definiciones

[0069] Se ha de entender que la terminologia usada en el presente documento solo tiene el proposito de describir
realizaciones particulares, y no pretende ser limitante. Ademas, salvo que se defina lo contrario, todos los términos
técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el mismo significado cominmente entendido por un
experto habitual en la materia a la que pertenece la presente invencion. Al describir y reivindicar la presente
invencion, se usaran las siguientes terminologia y variantes gramaticales de acuerdo con las definiciones
establecidas a continuacion.

[0070] Cuando, en el presente documento, se usan expresiones tales como "por ejemplo", "tal/les comao", "incluye"”,
"que incluye" o variaciones de las mismas, estas expresiones no se consideraran expresiones limitantes, y se
interpretaran en el sentido de "pero no limitado a" o "sin limitacion".

[0071] Como se usa en el presente documento, una "composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido
marcadas por afinidad" significa "una composicion que comprende moléculas de ARN que, bien solas o en
combinacion, presentan una o mas secuencias que son complementarias a esencialmente la totalidad de la
secuencia presentada por la al menos una molécula de ARNr de longitud completa, en la que al menos una parte de
los nucledtidos de dichas moléculas de ARN estan unidas a un marcador de afinidad.

[0072] Como se usa en el presente documento, la expresion "una composicion que comprende moléculas de ARNr
antisentido correspondientes a esencialmente la totalidad de al menos una molécula de ARNr" o "una composiciéon
que comprende moléculas de ARNr antisentido correspondientes a esencialmente la totalidad de” (o "la totalidad de
la secuencia presentada por") "al menos una molécula de ARNr" o "una composicion que comprende moléculas de
ARNr antisentido que, solas o en combinacién, son complementarias a esencialmente la totalidad" (o “la totalidad de
la secuencia") “de al menos una molécula de ARNr de longitud completa" se refiere a una composicion que
comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad que presentan, que se hibridaran especificamente
con o se aparearan con o formaran complejo con, al menos el 95 % de las moléculas de ARN o fragmentos de
moléculas de ARN que presentan una secuencia de una determinada molécula de ARNr de longitud completa.
Preferentemente, las moléculas de ARNr antisentido de la composicion se hibridaran especificamente con al menos
el 95 % de las moléculas de una molécula de ARNr en particular o fragmentos de la misma en una muestra, de
manera que, cuando se marquen por afinidad, dichas moléculas de ARNr antisentido se puedan usar con una matriz
de union para retirar al menos aproximadamente el 95 % de las moléculas de ARN o fragmentos de moléculas de
ARN que presentan una secuencia de dicha molécula de ARNr en particular de la muestra. No es necesario que las
secuencias de acido nucleico antisentido presentadas en la composicion compartan el 95 % de identidad de
secuencia con el complemento de una determinada molécula de ARNTr, sino que basta con que las secuencias de
acido nucleico antisentido sean capaces de hibridarse, aparearse o formar complejo especificamente con al menos

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 573277713

el 95 % de las moléculas de ARN o fragmentos de moléculas de ARN que presentan una secuencia de dicha
molécula de ARNr en particular. No es necesario que las secuencias de acido nucleico antisentido de la composicién
estén presentes en una sola cadena de acido nucleico (aunque pueden estar), sino que la composicion que
comprende la molécula de ARNr antisentido puede consistir en fragmentos de ARNr antisentido que se hibridaran
colectivamente con al menos el 95 % de las moléculas de ARN o fragmentos de moléculas de ARN que presentan
una secuencia de una determinada molécula de ARNr. En ciertas realizaciones, las secuencias de acido nucleico
antisentido se hibridaran especificamente con al menos el 95 %...96 % ... 97 % ... 98 % ... 98,5% ... 99,0 % ...
99,3% ... 995% ... 99,8 %, 99,0 %...99,5 %...99,9 %...0 100 % de las moléculas de ARN o fragmentos de
moléculas de ARN que presentan la secuencia de una molécula de ARNr en particular.

[0073] Como se usa en el presente documento, la expresion "una muestra empobrecida en ARNr que comprende
esencialmente la totalidad de dicha al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés presente en dicha
muestra inicial" se refiere a una muestra purificada que inicialmente contenia moléculas de ARNr y una primera
cantidad de la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés y que se ha purificado mediante la
extraccion de una cierta cantidad de moléculas de ARNr, conservando a la vez al menos el 90 % de dicha primera
cantidad de dicha al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés. En ciertas realizaciones, al menos el
91% ...93% ... 6% ... 97 % ... 98 % ... 98,5% ... 99,0% ... 99,.3% ... 99.5% ... 99,8 % ...0 99,9 % de dicha
primera cantidad de dicha al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés esta presente en la muestra
empobrecida en ARNr. Los expertos en la materia conoceran o encontraran facilmente métodos de ensayo para la
primera cantidad de la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés de la muestra inicial y de ensayo
para la cantidad de la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés que queda en la muestra
empobrecida en ARNr, y de uso de la informacién para calcular el porcentaje de dicha primera cantidad de dicha al
menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés que esta presente en la muestra empobrecida en ARNr.
Por ejemplo, en una realizacion, el porcentaje de la al menos una molécula de ARN distinto del ARNr de interés que
queda en la muestra empobrecida en ARNr se determina basandose en las cantidades de la al menos una molécula
de ARN distinto del ARNr de interés de la muestra inicial y de la muestra empobrecida en ARNr determinadas
usando PCR de transcripcion inversa en tiempo real (también denominada "RT-gPCR").

[0074] Como se usa en el presente documento, la expresion "una muestra de ARNr aislada que esta
esencialmente exenta de las moléculas de ARN distinto del ARNr presentes en la muestra inicial" se refiere a una
muestra purificada que inicialmente contenia moléculas de ARN distinto del ARNr y una primera cantidad de la al
menos una molécula de ARNr y que se ha purificado retirando una cierta cantidad de las moléculas de ARN distinto
del ARNrr, conservando a la vez al menos el 90 % de dicha primera cantidad de dicha al menos una molécula de
ARNr. En ciertas realizaciones, al menos >90 % ..., >95% ..., >98 % ..., >99 % ..., >99,8 % ... 0 >99,9 % de dicha
primera cantidad de dicha al menos una molécula de ARNr esta presente en la muestra de ARNr aislada. En ciertas
realizaciones, al menos >90 %..., >95% ..., >98 % ..., >99% ..., >99,8 % ...0 >99,9 % de las moléculas de ARN
distinto del ARNr que estaban presentes en la muestra inicial no estan presentes en la muestra de ARNr aislada (por
ejemplo, en la que las cantidades de la al menos una molécula de ARNr y/o de las moléculas distintas de ARNr se
determinan usando RT-gPCR como se ha descrito anteriormente).

[0075] Como se usa en el presente documento, la expresion "esencialmente exenta de moléculas de ARN que
presentan secuencias de la al menos una molécula de ARNr" se refiere a una muestra purificada en la que el 5 % o
menos de todas las moléculas presentes en la muestra inicial que presentaban una secuencia de acido nucleico de
dicha al menos una molécula de ARNr siguen presentes en la muestra empobrecida en ARNr. En ciertas
realizaciones, el 5% ... 4% ... 3% ... 2% ... 1,5% ... 1,0% ... 0,5 %... 0 0,1 % o menos de todas las moléculas
presentes en la muestra inicial que presentaban una secuencia de acido nucleico de una determinada molécula de
ARNr siguen presentes en la muestra purificada. Los expertos en la materia conoceran o encontrara facilmente
métodos de ensayo de las cantidades de moléculas de ARN que presentan secuencias de la al menos una molécula
de ARNr que estan presentes en la muestra inicial y en la muestra empobrecida en ARNr. Por ejemplo, en una
realizacion, el porcentaje de moléculas de ARN que presentan secuencias de la al menos una molécula de ARNr se
determina basandose en las cantidades de las moléculas de ARN que presentan secuencias de la al menos una
molécula de ARNr en la muestra inicial y en la muestra empobrecida en ARNr determinadas usando la PCR de
transcripcion inversa en tiempo real (también denominada "RT-qgPCR").

[0076] Como se usa en el presente documento, la expresion "esencialmente exenta de moléculas de ARN distinto
del ARNr que comprenden marcadores de afinidad" se refiere a una composicion en la que el 2 % o menos de todas
las secuencias de acido nucleico marcadas por afinidad presentes son moléculas de ARN distinto del ARNr que
tienen marcadores de afinidad. En ciertas realizaciones, el 2% ... 1,5% ... 1,0 % ... 0,5 % ... 0,1 % o menos de todas
las moléculas de acido nucleico marcadas por afinidad presentes son moléculas de ARN distinto del ARNr que
tienen marcadores de afinidad.

[0077] Como se usan en el presente documento, las expresiones "una muestra empobrecida en ARNr" o "una
muestra que esta esencialmente exenta de moléculas de ARNr", a veces, se denomina en el presente documento
"una muestra con el ARNr sustraido” o "una muestra sustraida" y los "métodos de generacion de muestras
empobrecidas en ARNr" o los "métodos de aislamiento del ARNr de muestras" a veces se denominan en el presente
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documento "métodos de sustraccion del ARNr" o, de manera mas sencilla, "sustraccion del ARNr". La expresion
"sustraccion del ARNr" en el presente documento significara y se referira a "un método de generacién de una
muestra empobrecida en ARNr o un método de aislamiento del ARNr de una muestra". De igual manera, cuando se
usa una forma del verbo "sustraer" en el presente documento, significara "un método o el proceso de realizacion de
un método de generacion de una muestra empobrecida en ARNr o de aislamiento del ARNr de una muestra" y el
término "sustraido/a", en el presente documento, significara o se referira al estado empobrecido en ARNr de la
muestra tras la realizacién del método o del proceso.

[0078] Como se usa en el presente documento, la expresion "matriz de union" se refiere a cualquier tipo de
sustrato, ya sea poroso o no poroso, que se unira a moléculas de acido nucleico marcadas por afinidad tales como
moléculas de acido nucleico marcadas por afinidad y las secuencias a las que se hibridan, que se pueden retirar
preferentemente de una muestra. Las moléculas de uniéon a marcadores de afinidad se asocian con la matriz de
unién para permitir que la matriz de unién se una a las moléculas de acido nucleico marcadas por afinidad. Los
ejemplos de dichas matrices de union incluyen, pero sin limitacion, membranas o particulas de nailon, membranas o
particulas de silice, membranas o particulas de acetato de celulosa, membranas o particulas compuestas de silice y
Fe>O3 y otras membranas, fibras, placas recubiertas, soportes solidos y particulas similares.

[0079] Como se usa en el presente documento, un "par de unién especifica" se refiere a dos moléculas que tienen
afinidad por y "se unen" entre si en ciertas condiciones, lo que se refiere "condiciones de unién". La biotina y la
estreptavidina o la avidina son ejemplos de un "par de unién especifica" o "moléculas de unién por afinidad”, pero la
invencion no se limita al uso de este par de unién especifica en particular. En muchas realizaciones de la presente
invencion, un miembro de un determinado par de unién especifica se conoce como la "molécula de marcador de
afinidad" o el "marcador de afinidad", y el otro, como la "molécula de unién al marcador de afinidad". Por ejemplo,
pero sin limitacién, en algunas realizaciones, la biotina se denomina marcador de afinidad o molécula de marcador
de afinidad, y una molécula de estreptavidina o avidina, ya esté libre, unida a una superficie, unida a otra molécula o
marcada con una molécula detectable tal como un colorante, se conoce como la molécula de unién al marcador de
afinidad. En otras realizaciones, la estreptavidina es el marcador de afinidad y la biotina es la molécula de unién al
marcador de afinidad, ya que la estreptavidina y la biotina funcionan juntas como un par de union especifica o como
moléculas de unién por afinidad. En la técnica, se conoce una amplia variedad de otros pares de unién especifica o
moléculas de unién por afinidad, que incluyen tanto moléculas de marcador de afinidad como moléculas de union a
marcador de afinidad (por ejemplo, véase la patente de los EE.UU. n.° 6.562.575), que se puede usar en la presente
invencion. Por ejemplo, un antigeno (que en si mismo puede ser un anticuerpo) y un anticuerpo, incluyendo un
anticuerpo monoclonal, que se une al antigeno es un par de unién especifica. Ademas, un anticuerpo y una proteina
de unién a anticuerpo, tales como la Proteina A de Staphylococcus aureus, se puede emplear como par de unién
especifica. Otros ejemplos de pares de union especifica incluyen, pero sin limitacion, un resto de hidrato de carbono
que es unido especificamente por una lectina y la lectina; una hormona y un receptor para la hormona; y una enzima
y un inhibidor de la enzima. Por lo general, las moléculas que comprenden un par de unién especifica interactian
entre si a través de enlaces no covalentes tales como enlaces de hidrogeno, interacciones hidréfobas (incluyendo el
apilamiento de las moléculas aromaticas), fuerzas de van der Waals y puentes de sal. Sin estar ligado por la teoria,
en la técnica, se cree que este tipo de enlaces no covalentes genera la unioén, en parte debido a las formas o
estructuras complementarias de las moléculas implicadas en el par de unién. El término "unién" de acuerdo con la
invencion se refiere a la interaccion entre una molécula de unién por afinidad o pares de unién especifica (por
ejemplo, entre biotina como una molécula de marcador de afinidad y estreptavidina como una molécula de unién al
marcador de afinidad) como resultado de enlaces no covalentes tales como, pero sin limitacion, enlaces de
hidrégeno, interacciones hidréfobas, enlaces de van der Waals y enlaces i6nicos. Basandose en la definicion de
"unién" y la amplia variedad de moléculas de unién por afinidad o pares de union especifica, es evidente que las
"condiciones de unién" varian para los diferentes pares de unién especifica. Los expertos en la materia pueden
determinar facilmente las condiciones en las que, en una muestra, se produce la unién entre las moléculas de unién
por afinidad. En particular, los expertos en la materia pueden determinar facilmente las condiciones que permitan la
unioén entre moléculas de unién por afinidad que se considerarian en la técnica "unién especifica". Como se entiende
en la técnica, dicha especificidad, por lo general, se debe a la mayor afinidad entre las moléculas de unién por
afinidad que por otras sustancias y componentes (por ejemplo, paredes de los vasos, soportes solidos) en una
muestra. En ciertos casos, la especificidad también podria implicar, o podria deberse a, una asociacion
significativamente mas rapida de las moléculas de unién por afinidad que con otras sustancias y componentes en
una muestra.

[0080] En algunas realizaciones de la invencion, se usa un "reactivo marcador de afinidad" y/o "marcador de
afinidad que tiene un resto reactivo”, que en el presente documento pretende significar una molécula que comprende
tanto un marcador de afinidad como un grupo o resto quimico reactivo que es capaz de reaccionar con uno o mas
atomos o grupos de la molécula con la que reacciona para formar uno o mas enlaces quimicos covalentes entre la
molécula que comprende el marcador de afinidad y la molécula con la que reacciona. A modo de ejemplo, pero sin
limitacién, en algunas realizaciones, el reactivo marcador de afinidad es un reactivo de acilacion (por ejemplo, un
éster de N-hidroxisuccinimidilo), en el que el marcador de afinidad esta unido quimicamente a un atomo de la
molécula con la que reacciona a través de un enlace de acilo. En otras realizaciones, el reactivo marcador de
afinidad es un reactivo de alquilacion, grupo, en el que el marcador de afinidad esta unido quimicamente a un atomo
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de la molécula con la que reacciona a través de un enlace de alquilo. En otras realizaciones, el reactivo marcador de
afinidad reacciona a través de un tipo electrociclico de reacciéon quimica, tal como una cicloadicion 1,3-dipolar (por
ejemplo, la cicloadicion de un alquino con una azida). Asi pues, el término resto “reactivo”" con respecto a, por
ejemplo, un "reactivo marcador de afinidad" o "marcador de afinidad que tiene un resto reactivo" se usa para
referirse a un resto o grupo que participa en o es responsable de la reaccién quimica mediante la cual una molécula
que comprende el marcador de afinidad reacciona quimicamente para formar un enlace quimico covalente con uno o
mas atomos de la molécula con la que reacciona, en lugar de la unién que se produce entre las moléculas de union
por afinidad debidas a fuerzas y enlaces no covalentes.

[0081] Cuando se hace referencia a la union de la "molécula de unién a marcador de afinidad" tal como
estreptavidina o avidina, directamente a la superficie o al soporte sélido, por lo general, pero no siempre, se entiende
que la molécula de unién a marcador de afinidad se une covalentemente a la superficie por medio de un enlazador
quimico que esta unido a la superficie y a la molécula de unién a marcador de afinidad. Cuando se hace referencia a
la unién de la "molécula de unién a marcador de afinidad", tal como estreptavidina o avidina, indirectamente a la
superficie, se entiende que la molécula de unién a marcador de afinidad se une a otra molécula con la que tiene
afinidad (por ejemplo, un anticuerpo anti-estreptavidina) que, a su vez, se une a la superficie. En algunas
realizaciones, la molécula de unién a marcador de afinidad, tal como estreptavidina o avidina, no se une a una
superficie, sino que esta unida por otra molécula, tal como un anticuerpo o Proteina A, y el ARN protegido
terminalmente por nucleétidos modificados biotinilado se recupera por precipitacion o por la unién a un segundo
anticuerpo u otra molécula usando métodos y composiciones conocidos en la técnica.

[0082] Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" significa que abarca mas o menos
el 25 %. Por ejemplo, "aproximadamente 200 nucledtidos" se refiere a un intervalo que engloba entre 150 y 250
nucleotidos.

[0083] Como se usa en el presente documento, el término "hibridacion" o "hibridar" se usan en referencia al
apareamiento de acidos nucleicos complementarios. La hibridacion y la fuerza de hibridacion (es decir, la fuerza de
la asociacion entre los acidos nucleicos) se ve influenciada por factores tales como el grado de complementariedad
entre los acidos nucleicos, la rigurosidad de las condiciones implicadas, la temperatura de fusion (Tm) del hibrido
formado y la proporcion de G:C en los acidos nucleicos. Una sola molécula que contiene apareamiento de acidos
nucleicos complementarios dentro de su estructura se dice que esta "auto-hibridada". Una extensa guia para la
hibridacion de acidos nucleicos se puede encontrar en Tijssen, Laboratory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes, parte I, capitulo 2, "Overview of principles of hybridization
and the strategy of nucleic acid probe assays", Elsevier (1993).

Descripcion detallada

[0084] La presente invencion proporciona métodos, composiciones y kits segun lo definido en las reivindicaciones
para la generacion de muestras empobrecidas en ARNr y para el aislamiento del ARNr de las muestras. En
particular, la presente invencién proporciona composiciones que comprenden moléculas de ARNr antisentido
marcadas por afinidad correspondientes a esencialmente toda la secuencia de al menos una molécula de ARNr (por
ejemplo, un ARNr eucariota 28S, 26S, 258, 188S, 5,8S y/o 5S, y/o un ARNr procariota 23S, 16S y/o 5S) y métodos de
uso de dichas composiciones para generar muestras empobrecidas en ARNTr.

[0085] EI ARN ribosomal constituye una masa mayor parte del contenido de ARN de una célula y, por tanto,
presenta una carga tremenda de contaminacién de fondo cuando se estudian las transcripciones menos abundantes
y, @ menudo, mas relevantes. Hay métodos de reduccion del ARNr disponibles, pero son muy limitantes, ya que, por
ejemplo, solo requieren las muestras de "ARN intacto de alta calidad" para una buena extraccion del ARNr. Los
fragmentos de ARNr de la muestra sin las secuencias de consenso complementarias no se retiraran usando los
métodos de la técnica y, por lo tanto, siguen contribuyendo a la contaminacién importante de ARNr de la muestra, lo
que limita la eficacia del analisis de transcripcion cadena abajo y aumenta significativamente la carga de los costes
del uso innecesario de bienes consumibles y mano de obra. Ademas, incluso en el mejor de los casos, en el que el
ARN en la muestra comprende el denominado "ARN total intacto", la muestra puede todavia comprender una
poblacion de ARNr fragmentado, que sigue dando lugar a un fondo de ARNr usando los métodos de la técnica. Aln
mas, los métodos de la técnica no eliminan cantidades suficientes de toda la secuencia mostrada por las moléculas
de ARNI, por lo que el fondo de ARNr es alto cuando la muestra se usa para los métodos de analisis modernos tales
como para la generacion de moldes de secuenciacion marcados de ARN de su uso en la secuenciacion de nueva
generacion (por ejemplo, para los denominados métodos de expresidon génica "digital"). Por ejemplo, se ha
informado que mas de la mitad de las lecturas de secuencias puede ser para secuencias de ARNTr, incluso después
de una o mas series de extraccion del ARNr usando métodos comerciales conocidos en la técnica (por ejemplo,
usando RiboMinus™, Life Technologies, Carlsbad, CA). Otro requisito de estos métodos existentes es la necesidad
de un tamafo de muestra relativamente grande, que, con frecuencia, es prohibitivo. A menudo, el ARN total extraido
de muestras de células/tejidos conservadas, especialmente, a largo plazo esta invariablemente muy fragmentado y
limitado en cantidad. Por lo tanto, se requiere un método para retirar de forma simultanea el ARNr tanto fragmentado
como intacto, y para ello, se necesita de un tamafo pequefio de la muestra.
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[0086] La presente invencion aborda dicha necesidad, ya que proporciona, por ejemplo, métodos de extraccion
eficaz de moléculas de ARNr bien totalmente fragmentado o fragmentado de forma variable, dejando las
transcripciones de ARN distinto del ARNr, en general, invariables. Ademas, el método funciona independientemente
de cualquier "caracteristica Unica" de las transcripciones de ARN no ribosomal tales como, una cola poli(A) como en
el caso del ARNm eucariota y, por tanto, no presenta ningin sesgo de seleccion en la recuperacion de todas las
transcripciones de ARN no ribosomal. En ciertas realizaciones para lograr estos objetivos, se sintetizan uno o mas
ARNr antisentido marcados por afinidad que representan esencialmente la totalidad de la secuencia de longitud
completa de cada ARNr en su totalidad o en parte (por ejemplo, eucariota 28S, 26S, 25S, 18S, 5,8S y/o 5S y/o
procariota 23S, 16S y 5S) y se hibridan a sus respectivas secuencias de ARNr complementarias en la muestra de
ensayo, Yy los hibridos, asi como cualquier molécula de ARNr antisentido marcada por afinidad sin hibridar residual,
se retiran luego fisicamente usando moléculas de unién a marcador de afinidad (por ejemplo, ligadas a una matriz
de unién), dejando invariables las transcripciones de ARN distinto del ARNr. Dado que esencialmente la totalidad de
(o toda) la secuencia de al menos uno, y preferentemente cada ARNr, se representa en la composicion que
comprende moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad, cualquier fragmento de tamarfio del ARNr nativo
contenido en las muestras también es capaz de formar hibridos en las mismas condiciones de hibridacion y retirarse
eficazmente junto con cualquier secuencia de ARNr intacto que también pueda estar presente.

[0087] En realizaciones particulares, para lograr la extraccion eficaz del ARNr, se usa un exceso molar de las
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad en la reaccién de hibridacién, lo que conduce el proceso de
formacion de hibridos a su finalizacién. Las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad en exceso
también se pueden eliminar, ya que estas moléculas por si mismas pueden contribuir a varios tipos de fondo en
diferentes métodos o analisis cadena abajo. Para lograr esto, las moléculas de ARNr antisentido marcadas por
afinidad contienen preferentemente una cantidad 6ptima de moléculas de marcador de afinidad, y se usa una
cantidad apropiada de la matriz de uniéon que comprende las moléculas de unién al marcador de afinidad para retirar
las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad tanto hibridadas a ARNr como sin hibridar. Como se
describe en los ejemplos, se desarrollaron condiciones que permiten la realizacion de los métodos usando muestras
que comprenden un intervalo dinamico mas amplio de ARN total que los métodos existentes, incluyendo el uso de
muestras que comprenden cantidades submicrogramicas de ARN total.

Secuencias de ARNr y cebadores ilustrativos

[0088] La presente invencion incluye composiciones que comprenden moléculas de ARNr antisentido marcadas
por afinidad correspondientes a esencialmente la totalidad de al menos una molécula de ARNr. La presente
invencion no se limita a composiciones que comprenden moléculas de ARNr antisentido que presentan secuencias
que son exactamente complementarias a determinadas moléculas de ARNr en la muestra, sino que incluye
composiciones que comprenden moléculas de ARNr antisentido que se hibridan con o se aparean o forman
complejo con cualquier molécula de ARNr de la muestra, sean o no dichas moléculas de ARNr del mismo
organismo.

Realizacion ilustrativa

[0089] A continuacion, se describe una realizacion ilustrativa que se puede usar para generar muestras
empobrecidas en ARNr usando microesferas ligadas a moléculas de unién a marcador de afinidad (de aqui en
adelante "microesferas de unidon" o "microesferas"). Dicha realizacion no pretende limitarse a la presente invencion,
sino que simplemente es una realizacion ilustrativa.

[0090] Se lavan las microesferas de union y se suspenden en solucion (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 1 M, EDTA
1 mM y Triton-X100 exento de RNasa al 0,0005 %). Se deja que las microesferas de unién alcancen la temperatura
ambiente. Se agitan vigorosamente con formacion de vortice las microesferas durante 20 segundos para producir
una suspension homogénea. Para cada reaccion, se aplican con una pipeta 25 ul de las microesferas resuspendidas
en un tubo de lavado de las microesferas. Se centrifugan las microesferas dispensadas a 10.000 rpm en un
microcentrifugador de mesa de laboratorio durante 3 minutos. Se retira con pipeta cuidadosamente y se desecha el
sobrenadante, sin perturbar el sedimento de microesferas. Se lavan las microesferas mediante la adiciéon de 1
volumen de solucién de lavado (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 1 M y EDTA 1 mM) igual al volumen original de
microesferas (por ejemplo, afiadir 25 ul de solucién de lavado por cada 25 pl de microesferas) al tubo. Se vuelven a
suspender las microesferas mediante mezclado vigoroso con formacion de vortice. Se centrifuga el tubo a 10.000
rpm durante 3 minutos en un microcentrifugador de mesa de trabajo. Se retira con una pipeta cuidadosamente y se
desecha el sobrenadante, sin perturbar el sedimento de microesferas. Se repiten las etapas de lavado,
resuspension, centrifugacion y extraccion con pipeta.

[0091] Se vuelven a suspender las microesferas en 1 volumen de solucion de resuspension. Por ejemplo, se
afaden 25 pl de solucion de resuspension por cada 25 pl de las microesferas que se usaron originalmente. Se
vuelven a suspender las microesferas mediante mezclado vigoroso con formacion de voértice para producir una
suspension homogénea. Se afiaden 0,25 pl de inhibidor de RNasa ScriptGuard™ (EPICENTRE, Madison, WI) en el
tubo por cada 25 ul de microesferas resuspendidas y se conservan a temperatura ambiente.
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[0092] Para una muestra que contiene, por ejemplo, de 50 ng a 1 ug de ARN total (por ejemplo, humano, de raton
o de rata), en un tubo de microcentrifugacion de paredes finas de 0,2 ml, se combinan: tampoén de reaccion x 10
(Tris-HCI1 0,5 M, pH 7 0,5 y NaCl 1 M), una muestra de ARN total, una solucién de extraccion de ARNr (1,2 pmol de
cada una de las moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad correspondientes a moléculas de ARNr
humano 288, 188S, 5,8S y 5S) y agua exenta de RNasa. Se mezcla/n suavemente la/s reaccion/es y se incuban a 68
°C durante 10 minutos. Se retira/n el/los tubo/s de reaccion a temperatura ambiente y se incuba/n durante al menos
15 minutos.

[0093] Se vuelven a suspender las anteriores microesferas lavadas pipeteando arriba y abajo. Para cada muestra,
se pipetearon 25 yl de las microesferas a un nuevo tubo de microcentrifugacion de 1,5 ml exento de RNasa. Se
afiade la muestra de ARN total a temperatura ambiente al tubo apropiado que contiene las microesferas. Se mezcla
bien con la pipeta el contenido del tubo hacia arriba y abajo. Se incuba cada tubo a temperatura ambiente durante
15 minutos con la mezcla ocasional (cada 3-4 minutos) con formaciéon suave de vortice (baja sedimentacion por
gravedad) durante 5 segundos. Se coloca el tubo a 37 °C durante 5 minutos. Inmediatamente, se centrifuga el tubo a
14.000 rpm en un microcentrifugador durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se retira con pipeta
cuidadosamente cada sobrenadante, que contiene la muestra empobrecida en ARNr, a un tubo de
microcentrifugacion de 1,5 ml exento de RNasa. Si quedan microesferas todavia visibles en la muestra, y se desea
el uso de la precipitacién con etanol, se repite el procedimiento anterior. La muestra empobrecida en ARNr se puede
purificar, por ejemplo, mediante precipitacion con etanol o método de columna.

[0094] Para la precipitacion con etanol, se ajusta el volumen de cada muestra a 180 pl usando agua exenta de
RNasa. Se afiaden 18 pl de acetato de sodio 3 M a cada tubo. Se afiaden 2 pl de glucégeno (10 mg/ml) a cada tubo
y se mezcla bien suavemente con formacion de vortice. Se afiaden 3 volumenes (600 pl) de etanol al 100 % enfriado
con hielo a cada tubo y se mezcla bien suavemente con formacion de vértice. Se colocan los tubos a -20 °C durante
al menos 1 hora. Se centrifugan los tubos a > 10.000 x g en un microcentrifugador durante 30 minutos. Se retira con
cuidado el sobrenadante y se desecha. Se lava el precipitado con etanol al 70 % enfriado con hielo y se centrifuga a
> 10.000 x g durante 5 minutos. Se retira con cuidado el sobrenadante y se desecha. Se repite la etapa de etanol y
centrifugacion. Se centrifuga brevemente para recoger cualquier sobrenadante residual. Se retira con cuidado el
sobrenadante y se desecha, y se deja que el sedimento se seque al aire a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Se disuelve el sedimento en el volumen deseado de agua exenta de RNasa o tampdn.

[0095] Para la purificacion en columna, se puede usar la columna RNA Clean & Concentrator™-5 (Zymo
Research; numeros de catalogo R1015, R1016) para purificar la muestra de ARN empobrecida en ARNr. Si se usa
la columna RNA Clean & Concentrator™-5, se ha de seguir el procedimiento del fabricante titulado "Recuperacion
del ARN total, incluyendo los pequefios ARN". EI ARN eluido se puede usar inmediatamente después de conservarlo
a una temperatura de -70 °C a -80 °C.

Tecnologias de secuenciacion

[0096] Las muestras de ARN purificado generadas de acuerdo con la presente invencidon se pueden secuenciar
usando cualquier tipo de tecnologia de secuenciacion adecuada. La presente invencién no esta limitada por el tipo
de método de secuenciacion empleado. A continuacién, se describen métodos de secuenciacion ilustrativos.

[0097] Los ejemplos no limitantes ilustrativos de las técnicas de secuenciacion de acidos nucleicos incluyen, pero
sin limitacién, secuenciacion de terminador de cadena (Sanger) y secuenciacion del terminador de colorante. La
secuenciacion de terminador de cadena usa la terminacion especifica de secuencia de una reaccién de sintesis de
ADN usando sustratos de nucleétidos modificados. La extensién se inicia en un sitio especifico en el ADN del molde
usando un cebador de oligonucleétido radiactivo corto, u otro marcado, complementario al molde en esa region. El
cebador de oligonucledtido se extiende usando una ADN polimerasa, cuatro bases de desoxinucleotido
convencionales, y una baja concentracién de un nucleétido de terminacién de cadena, lo mas comdnmente un di-
desoxinucleodtido. Esta reaccién se repitié en cuatro tubos separados con cada una de las bases turnandose como el
di-desoxinucleétido. La incorporacién limitada del nucleétido de terminacion de cadena por la ADN polimerasa da
lugar a una serie de fragmentos de ADN relacionados que solamente se terminan en las posiciones en las que se
usa un di-desoxinucledtido en particular. Para cada tubo de reaccion, los fragmentos se separan por tamafios
mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida en plancha o un tubo capilar lleno de un polimero viscoso. La
secuencia esta determinada por la lectura de qué carril produce una marca visualizada desde el cebador marcado a
medida que se rastrea desde la parte superior del gel hacia la parte inferior.

[0098] La secuenciacion de terminador de colorante marca alternativamente los terminadores. Se puede realizar la
secuenciacion completa en una sola reaccion mediante el marcaje de cada uno de los terminadores de cadena de
di-desoxinucledtido con un colorante fluorescente separado, que emite fluorescencia a una longitud de onda
diferente.

[0099] Como alternativa a los métodos de secuenciacion de Sanger y de terminador de colorante, ha surgido un
conjunto de métodos denominados técnicas de “secuenciacion de nueva generacion” (Voelkerding et al., Clinical
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Chem., 55: 641-658, 2009; MacLean et al., Nature Rev. Microbiol., 7: 287-296). La mayoria de los métodos actuales
describen el uso de la tecnologia de secuenciaciéon de nueva generacion para la secuenciacion de novo de genomas
completos para determinar la secuencia de acido nucleico principal de un organismo. Ademas, la re-secuenciacion
dirigida (secuenciacion en profundidad) permite la deteccion de mutaciones sensibles en una poblacion de la
secuencia de tipo silvestre. Algunos ejemplos incluyen el trabajo reciente que describe la identificacion de variantes
resistentes a los farmacos contra el VIH, asi como las mutaciones de EGFR para la determinacién de la respuesta a
farmacos terapéuticos anti-TK. Publicaciones recientes describen el uso de secuencias de cebador de codigo de
barras que permite la secuenciacion simultanea de multiples muestras durante una serie tipica de secuenciacion
incluyendo, por ejemplo: Margulies, M. et al. "Genome Sequencing in Microfabricated High-Density Picolitre
Reactors", Nature, 437, 376-80 (2005); Mikkelsen, T. et al. "Genome-Wide Maps of Chromatin State in Pluripotent
and Lineage-Committed Cells", Nature, 448, 553-60 (2007); McLaughlin, S. et al. "Whole-Genome Resequencing
with Short Reads: Accurate Mutation Discovery with Mate Pairs and Quality Values", ASHG Annual Meeting (2007);
Shendure J. et al. "Accurate Multiplex Polony Sequencing of an Evolved Bacterial Genome", Science, 309, 1728-32
(2005); Harris, T. et al. "Single-Molecule DNA Sequencing of a Viral Genome", Science, 320, 106-9 (2008); Simen, B.
et al. "Prevalence of Low Abundance Drug Resistant Variants by Ultra Deep Sequencing in Chronically HIV-infected
Antiretroviral (ARV) Naive Patients and the Impact on Virologic Outcomes", 16th International HIV Drug Resistance
Workshop, Barbados (2007); Thomas, R. et al. "Sensitive Mutation Detection in Heterogeneous Cancer Specimens
by Massively Parallel Picoliter Reactor Sequencing”, Nature Med., 12, 852-855 (2006); Mitsuya, Y. et al. "Minority
Human Immunodeficiency Virus Type 1 Variants in Antiretroviral-Naive Persons with Reverse Transcriptase Codon
215 Revertant Mutations”, J. Vir., 82, 10747-10755 (2008); Binladen, J. et al. "The Use of Coded PCR Primers
Enables High-Throughput Sequencing of Multiple Homolog Amplification Products by 454 Parallel Sequencing”,
PLoS ONE, 2, e197 (2007); y Hoffmann, C. et al. "DNA Bar Coding and Pyrosequencing to Identify Rare HIV Drug
Resistance Mutations", Nuc. Acids Res., 35, €91 (2007).

[0100] En comparacion con la secuenciacion de Sanger tradicional, la tecnologia de secuenciacion de nueva
generacion produce grandes cantidades de puntos de datos de secuenciacion. Una serie tipica puede generar
facilmente de decenas a cientos de megabases por serie, con un potencial de produccion diaria que alcanza el
intervalo de las gigabases. Esto se traduce en varios 6rdenes de magnitud mas que una placa de 96 pocillos
convencional, que puede generar varios cientos de puntos de datos en un ensayo multiplex normal. Los amplicones
diana que se diferencian en al menos un nucledétido se pueden distinguir con facilidad, incluso cuando hay multiples
dianas de especies u organismos afines. Esto mejora enormemente la capacidad de hacer el genotipado exacto. Los
programas informaticos de alineamiento de secuencias de nueva generacion usados para producir secuencias de
consenso pueden identificar facilmente nuevas mutaciones puntuales, lo que podria dar lugar a nuevas cepas con
resistencia a los farmacos asociados. El uso de cédigos de barras con cebador también permite la multiplexacion de
diferentes muestras de pacientes en una sola serie de secuenciacion.

[0101] Los métodos de secuenciacion de nueva generacion (NGS) comparten la caracteristica comun de las
estrategias de alto rendimiento masivamente en paralelo, con el objetivo de reducir los costes de la comparacion con
los métodos de secuenciacion antiguos. Los métodos de NGS se pueden dividir a grandes rasgos en los que
requieren la amplificacion de molde y los que no. Los métodos que requieren la amplificacion incluyen la
pirosecuenciacion comercializada por Roche como las plataformas tecnoldgicas 454 (por ejemplo, GS 20 y GS FLX),
la plataforma Solexa comercializada por lllumina, y la plataforma de enlace y deteccidon de oligonucleétidos
soportada (SOLiD) comercializada por Applied Biosystems. Los enfoques de no amplificacion, también conocidos
como la secuenciacion de una sola molécula, se ilustran por la plataforma HeliScope comercializada por Helicos
BioSciences, y las plataformas emergentes comercializadas por VisiGen y Pacific Biosciences, respectivamente.

[0102] En la pirosecuenciacion (Voelkerding et al., Clinical Chem., 55: 641-658, 2009; MacLean et al., Nature Rev.
Microbiol., 7: 287-2 96; patente de EE.UU. n.° 6.210.891; patente de EE.UU. n.° 6.258.568), el ADN de molde se
fragmenta, se repara en los extremos, se liga a adaptadores y se amplifica clonalmente in situ mediante la captura
de moléculas de molde individuales con perlas que portan oligonucleétidos complementarios a los adaptadores.
Cada perla portadora de un solo tipo de molde esta compartimentada en una microvesicula de agua en aceite, y el
molde se amplifica clonalmente usando una técnica conocida como PCR en emulsién. La emulsiéon se rompe
después de la amplificacion y las perlas se depositan en pocillos individuales de una placa de picotitulacion que
funciona como una celda de flujo durante las reacciones de secuenciacion. Se produce la introduccion iterativa,
ordenada, de cada uno de los cuatro dNTP reactivos en la celda de flujo en presencia de enzimas de secuenciacion
e indicador luminiscente tal como luciferasa. En el caso de afiadirse un dNTP apropiado en el extremo 3' del cebador
de secuenciacion, la produccién resultante de ATP provoca una explosién de la luminiscencia dentro del pocillo, que
se registra usando una camara CCD. Es posible lograr longitudes de lectura superiores o iguales a 400 bases, y 1 x
10° lecturas de secuencia, lo que resulta en hasta 500 millones de pares de bases (Mb) de secuencia.

[0103] En la plataforma de Solexa/lllumina (Voelkerding et al., Clinical Chem., 55: 641-658, 2009; MacLean et al.,
Nature Rev. Microbiol., 7: 287-296; patente de EE.UU. n.° 6.833.246; patente de EE.UU. n.° 7.115.400; patente de
EE.UU. n.° 6.969.488), los datos de secuenciacion se producen en forma de lecturas de menor longitud. En este
método, el ADN fragmentado de una sola cadena se repara en sus extremos para generar extremos romos
fosforilados 5’, seguido de la adicion mediada por Klenow de una sola base A al extremo 3' de los fragmentos. La
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adicién de A facilita la adicién de oligonucleétidos adaptadores salientes T, que se usan posteriormente para
capturar las moléculas molde-adaptador en la superficie de una celda de flujo que esta salpicada de anclajes de
oligonucleotidos. El anclaje se usa como un cebador de PCR, pero debido a la longitud del molde y a su proximidad
a otros oligonucledtidos de anclaje cercanos, la extension por PCR genera el “arqueado sobre” la molécula para
hibridarse con un oligonucleétido de anclaje adyacente para formar una estructura puente en la superficie de la celda
de flujo. Estos bucles de ADN se desnaturalizan y se escinden. A continuacion, las cadenas directas se secuencian
con terminadores de colorante reversibles. La secuencia de nucleétidos incorporados se determina mediante la
deteccion de la fluorescencia después de la incorporacion, con cada compuesto fluorescente y bloque retirado antes
del siguiente ciclo de adicion de dNTP. La longitud de la lectura de secuencia varia de 36 nucleétidos a mas de 50
nucleétidos, con una produccién total superior a mil millones de pares de nucleétidos en cada serie analitica.

[0104] La secuenciacion de moléculas de acido nucleico usando la tecnologia SOLID (Voelkerding et al., Clinical
Chem., 55: 641-658, 2009; MacLean et al., Nature Rev. Microbiol., 7: 287-296; patente de EE.UU. n.° 5.912.148;
patente de EE.UU. n.° 6.130.073) también implica la fragmentacion del molde, el enlace a los adaptadores de
oligonucledtidos, la unién a perlas y la amplificacion clonal por PCR en emulsion. Tras ello, las perlas que portan
molde se inmovilizan sobre una superficie derivatizada de una celda de flujo de vidrio, y se aparea un cebador
complementario al oligonucleétido adaptador. Sin embargo, en lugar de utilizar este cebador para la extension de 3/,
se usa para proporcionar un grupo fosfato 5' para el enlace a sondas de interrogacion que contienen dos bases
especificas de la sonda seguidas de 6 bases degeneradas y uno de los cuatro marcadores fluorescentes. En el
sistema SOLID, las sondas de interrogacion tienen 16 posibles combinaciones de las dos bases en el extremo 3' de
cada sonda, y uno de los cuatro compuestos fluorescentes en el extremo 5'. El color del compuesto fluorescente vy,
por lo tanto, la identidad de cada sonda se corresponden con los esquemas de codificacién de color-espacio
especificados. Multiples series (normalmente 7) de apareamiento de la sonda, enlace y deteccién del compuesto
fluorescente son seguidas de la desnaturalizacion, y luego una segunda serie de secuenciacion usando un cebador
que se compensa con una base con respecto al cebador inicial. De esta manera, la secuencia del molde se puede
reconstruir computacionalmente, y las bases del molde son interrogadas dos veces, generando una mayor exactitud.
La longitud de la lectura de la secuencia es de una media de 35 nucleétidos, y la produccién global supera los 4 mil
millones de bases por serie de secuenciacion.

[0105] En ciertas realizaciones, se emplea la secuenciacion por nanoporo (véase, por ejemplo, Astier et al., J Am
Chem Soc. 8 de febrero de 2006; 128(5):1705-10). La teoria que hay tras la secuenciacién por nanoporo tiene que
ver con lo que ocurre cuando el nanoporo se sumerge en un fluido conductor y se aplica un potencial (tensién) a
través: en estas condiciones, se puede observar una ligera corriente eléctrica debida a la conduccién de los iones a
través del nanoporo, y la cantidad de corriente es muy sensible al tamafio del nanoporo. Si pasan moléculas de ADN
(o pasa parte de la molécula de ADN) a través del nanoporo, esto puede crear un cambio en la magnitud de la
corriente a través del nanoporo, permitiendo de ese modo la determinacion de las secuencias de la molécula de
ADN.

[0106] HeliScope de Helicos BioSciences (Voelkerding et al., Clinical Chem., 55: 641-658, 2009; MacLean et al.,
Nature Rev. Microbiol., 7: 287-296; patente de EE.UU. n.° 7.169.560; patente de EE.UU. n.° 7.282.337; patente de
EE.UU. n.° 7.482.120; patente de EE.UU. n.° 7.501.245; patente de EE.UU. n.° 6.818.395; patente de EE.UU. n.°
6.911.345; patente de EE.UU. n.° 7.501.245) es la primera plataforma de secuenciacion de una sola molécula
comercializada. Este método no requiere la amplificacion clonal. El ADN de molde se fragmenta y se poliadenila en
el extremo 3', portando la adenosina final un marcador fluorescente. Los fragmentos de molde poliadenilados y
desnaturalizados se enlazan a oligonucleotidos poli(dT) en la superficie de una celda de flujo. Las ubicaciones
fisicas iniciales de las moléculas de molde capturadas se registran con una camara CCD, y luego se escinde y se
retira por lavado el marcador. La secuenciacion se logra mediante la adicion de la polimerasa y la adicion en serie de
reactivos de dNTP marcados por fluorescencia. Las incorporaciones dan lugar a la sefial fluorescente
correspondiente al ANTP, y la sefial es capturada por una camara CCD antes de cada serie de adicién de dNTP. La
longitud de la lectura de la secuencia varia de 25-50 nucledtidos, con una produccion total superior a mil millones de
pares de nucleétidos en cada serie analitica. Otros métodos emergentes de secuenciacion de una sola molécula es
la secuenciacion en tiempo real mediante la sintesis usando una plataforma VisiGen (Voelkerding et al., Clinical
Chem., 55: 641-658, 2009; patente de EE.UU. n.° 7.329.492; solicitud de patente de EE.UU. n.° de serie 11/671956;
solicitud de patente de EE.UU. n.° de serie 11/781166) en la que ADN cebado, inmovilizado, se somete a la
extension de la cadena usando una polimerasa modificada fluorescentemente y moléculas aceptoras fluorescentes,
generando la transferencia de energia de resonancia de fluorescencia detectable (FRET) tras la adicion de
nucledtidos. Otro sistema de secuenciacion de una sola molécula en tiempo real desarrollado por Pacific
Biosciences (Voelkerding et al., Clinical Chem., 55: 641-658,2009; MacLean et al., Nature Rev. Microbiol., 7: 287-
296; patente de EE.UU. n.° 7.170.050; patente de EE.UU. n.° 7.302.146; patente de EE.UU. n.° 7.313.308; patente
de EE.UU. n.° 7.476.503) utiliza pocillos de reaccion de 50 a 100 nm de diametro y que abarcan un volumen de
reaccion de aproximadamente 20 zeptolitros (10 x 10" 1). Las reacciones de secuenciacion se realizan usando el
molde inmovilizado, ADN polimerasa phi29 modificada y altas concentraciones locales de dNTP marcados por
fluorescencia. Las altas concentraciones locales y las condiciones de reaccion continua permiten la captura de
incorporaciones en tiempo real mediante la deteccion de la sefial fluorescente usando excitacién laser, una guia de
ondas optica y una camara CCD.
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Soporte sélidos de matriz de unién

[0107] La matriz de union empleada en la presente invencion puede ser cualquier superficie o soporte solido al que
la molécula de unién al marcador de afinidad se pueda unir y que no presente unién inespecifica sustancial de las
moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad. La presente invencién no se limita a un soporte sélido. En
algunas realizaciones, se emplean placas de poliestireno que contienen o bien 96 o 384 pocillos. En algunas
realizaciones, se usan placas de microtitulacion de 96 pocillos o 384 pocillos recubiertas con estreptavidina (SA)
(Boehringer Mannheim Biochemicals, Indianapolis, IN) como soportes soélidos. En algunas realizaciones, se emplean
particulas o perlas. Las particulas se pueden fabricar de cualquier material adecuado, incluyendo, pero sin limitacion,
el latex. En algunas realizaciones, se emplean minicolumnas. Las columnas pueden contener moléculas de unién al
marcador de afinidad. En otras realizaciones, se emplea una BEADARRAY (lllumina, San Diego, CA). Se contempla
una variedad de otros soportes solidos incluyendo, pero sin limitacion, portaobjetos de vidrio, obleas de vidrio, oro,
silicio, microchips, y otras superficies de plastico, metal, ceramica o bioldgicas.

Ejemplos

[0108] Se entiende que los ejemplos y las realizaciones que se describen en el presente documento solo son a
efectos ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la invencion reivindicada.

Ejemplo 1

Sintesis de moléculas de ARNr antisentido biotinilado que representan las secuencias de longitud completa
de moléculas de ARN ribosomal (ARNr) de procariotas y eucariotas

[0109] Para sintetizar ARNr antisentido correspondiente a la secuencia completa de cada molécula de ARNr, se
crearon moldes de PCR que contenian una secuencia promotora de fago en todos menos en un caso de la siguiente
manera.

Moldes de PCR de ARNr 18S, 5,8S y 5S humano para la sintesis in vitro de ARNr antisentido

[0110] Se sintetizaron amplicones de PCR que representan las secuencias de ARNr de longitud completa 18S (n.°
de acceso NR_003286), 5,8S (n.° de acceso U13369 REGION: 6623-6779) y 5S (n.° de acceso NR_023363). Cada
reaccion de PCR de 100 yl comprendia 20 pmol de un cebador directo, 20 pmol de un cebador inverso que contenia
la secuencia promotora de fago de ARN polimerasa de T7 (mostrada en cursiva) y 5 ng ADNc de primera cadena
cebado aleatoriamente creado a partir de ARN total de referencia humano universal (Stratagene) en condiciones de
reaccion de PCR FailSafe optimizadas segun lo descrito por el fabricante (EPICENTRE Biotechnologies). Las
reacciones de amplificacion por PCR se realizaron durante 25 ciclos a 30 ciclos en funcion del par de cebadores y
los amplicones de PCR correspondientes a las secuencias de ARNr de longitud completa 18S, 5,8S y 5S, y los
productos de PCR se purificaron usando el kit de purificacion de PCR Qiaquick segun las recomendaciones del
fabricante (Qiagen). A continuacion, se presenta una lista de los respectivos cebadores directos e inversos:

ARNr 18S
cebador directo (SEQ ID NO: 1: 5-CCTACCTACCTGGTTGATCC) y
cebador inverso (SEQ ID NO: 2: 5'-AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAGATC CTTCCGCAGGTTCAC-
CTAC).

ARNr 5,8S
cebador directo (SEQ ID NO: 3: 5-CGACTCTTAGCGGTGGATCACTC) y
cebador inverso (SEQ ID NO: 4: 5-AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAGATC CTTCCGCAGGTTCAC-
CTAC)

ARNr SS
cebador directo (SEQ ID NO: 5: 5-GTCTACGGCCATACCACCCTGAA) y
cebador inverso (SEQ ID NO: 6: 5-AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAAG
CCTACAGCACCCGGTAT-TC)

Moldes de PCR de ARNr 23S, 16S v 5S de Escherichia coli para la sintesis in vitro de ARNr antisentido

[0111] Se sintetizaron amplicones de PCR que representaban las secuencias de ARNr de longitud completa 23S
(n.° de acceso EG30077), 16S (n.° de acceso EG30084) y 5S (n.° de acceso EG30070). Cada reaccion de PCR de
100 ul comprendia 20 pmol de un cebador directo, 20 pmol de un cebador inverso que contenia la secuencia
promotora de fago de ARN polimerasa de T7 (mostrada en cursiva) y 5 ng ADNc de primera cadena cebado
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aleatoriamente creado a partir de ARN total K-12 de E. coli en condiciones de reaccién de PCR FailSafe optimizadas
segun lo descrito por el fabricante (EPICENTRE Biotechnologies). Las reacciones de amplificacion por PCR se
realizaron durante 25 ciclos a 30 ciclos en funcion del par de cebadores y los amplicones de PCR correspondientes
a las secuencias de ARNr de longitud completa 23S, 16S y 58S, y los productos de PCR se purificaron usando el kit
de purificacion de PCR Qiaquick segun las recomendaciones del fabricante (Qiagen). A continuacién, se presenta
una lista de los respectivos cebadores directos e inversos:

ARNr 23S

[0112] Para amplificar eficazmente la secuencia de ARNr 23S completa, se usaron dos pares de cebadores
mediante lo que se dividié la secuencia de ARNr 23S de longitud completa en aproximadamente dos segmentos
iguales. ElI segmento de ARNr 23S 5 comprendia cebador directo (SEQ ID NO: 7: 5-
AAGCGACTAAGCGTACACGGTGGA) y cebador inverso (SEQ ID NO: 8: 5'-
AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGATTCCTGGAAGCAGG GCATITGTTG) y el segmento de ARNr 23S 3'
comprendia cebador directo (SEQ ID NO: 9: 5-CAACAAATGCCCTGCTTCCAGGAA) y cebador inverso (SEQ ID
NO: 10: 5'-AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGACACGGTTCATTAGTACCGGTTAGCT).

ARNr 16S

cebador directo (SEQ ID NO: 11: 5-~AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y cebador inverso (SEQ ID NO: 12: 5'-
AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAG GTGATCCAACCGCAGGTT).

ARNr 5S
cebador directo (SEQ ID NO: 13: 5-TGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGT) y
cebador inverso (SEQ ID NO: 14: 5-AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGATGC CTGGCAGTTC-
CCTACTCTC).

[0113] Cada amplicon de PCR (300 ng) que representa la respectiva secuencia de ARNr humano o de E. coli se
analiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio como se muestra en la Figura 1A.

Clon de ARN ribosomal 28S

[0114] La amplificacion por PCR de la secuencia completa de ARNr 28S (n.° de acceso NR_003287) resulté no ser
muy eficaz, especialmente para la secuencia de extremo 5' de aproximadamente 1.200 nt, incluso tras la division de
la secuencia de longitud completa en segmentos de 1 Kb a 2 Kb. Asi pues, para generar el molde necesario para la
sintesis in vitro del ARNr antisentido 28S, se clond la secuencia de ARNr 28S tanto en un plasmido que contenia el
promotor del fago T7 (pSP73; Promega Corporation) y como en un plasmido que contenia el promotor del fago SP6
(pSP64; Promega Corporation) usando métodos y estrategias de clonacién convencionales (Maniatis et. al. (1982)
“Molecular Cloning, A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory”, Cold Spring Harbor, Nueva York, y la
informacion descrita por Maden et al. (1987) Biochem. J. 246: 519-527.

Sintesis in vitro de moléculas de ARNr antisentido biotiniladas desde los respectivos moldes de PCR para
secuencias de ARNr 18S, 5,8S y 5S humanas y 23S, 16S v 5S de E. coli

[0115] Se uso6 bien un kit de transcripcion de alto rendimiento para T7 AmpliScribe™ o un kit de transcripcion
FLASH para T7 AmpliScribe™ (EPICENTRE, Madison, WI) para reacciones de transcripcién in vitro (IVT) que
comprendian de 500 ng a 1.000 ng de los respectivos moldes (18S, 5,8S y 5S humanos, y 23S, 16S y 5S de E. coli)
realizadas segun lo descrito por el fabricante (EPICENTRE Biotechnologies) con la siguiente modificacion - se
reemplazé el trifosfato de uridina (UTP) por mezclasj de biotina-16-UTP y UTP que comprendian 10 %, 20 %, 35 %,
50 % o 60 % de biotina-16-UTP. Se incubaron las reacciones de IVT a 37 °C durante 4 a 6 horas, y a continuacion,
el molde de ADN usado en cada reaccion se digiri6 con DNasa | segun las recomendaciones del fabricante. Cada
ARNr antisentido biotinilado se purificdé posteriormente usando mini-columnas RNAspin ilustra segun las
recomendaciones del fabricante (GE Healthcare) y se eluyeron en agua exenta de RNasa. Se traté cada ARNr
antisentido purificado con DNasa | Baseline-Zero™ segun las recomendaciones del fabricante (EPICENTRE
Biotechnologies) para retirar todas las trazas del molde de ADN usado para la transcripcion. Se volvié a purificar el
ARNr antisentido biotinilado usando mini-columnas RNAspin illustra, se eluyd en agua exenta de RNasa y se
determiné la concentracion de ARN mediante la medicién de la absorbancia a 260 nm con un espectrofotdmetro.
(Nota: los experimentos posteriores mostraron que se obtuvieron mejores resultados para la generacion de muestras
empobrecidas en ARNr con respecto al ARNr 5,8S y 5S eucariota o ARNr 5S procariota usando al menos
aproximadamente el 75 % de biotina-16-UTP en la reaccion de transcripcion in vitro).

[0116] Cada ARN antisentido purificado (300 ng), que representa toda la secuencia de ARNr humana o de E. coli,
analizado mediante electroforesis en gel de agarosa tefido con bromuro de etidio, se muestra en Figure 1B.
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Sintesis in vitro de ARNr antisentido biotinilado a partir de los moldes de plasmido para la secuencia de ARNr 28S
humana

[0117] Inicialmente, se uso 1 pg del clon de plasmido de ARNr 28S de T7 linealizado en un kit de transcripcion de
alto rendimiento para T7 AmpliScribe™ para la transcripcion in vitro (IVT) segun lo descrito por el fabricante
(EPICENTRE Biotechnologies) con la siguiente modificacion - una mezcla 1:1 de bio-UTP:ITP en lugar de UTP al
100 %. Se realizé la incubacion a 37 °C durante 4 horas y luego se retir6 el molde de ADN mediante la digestion con
DNasa | segun las recomendaciones del fabricante (EPICENTRE Biotechnologies). Se analizdé una parte alicuota
(300 ng) del producto de la reaccion de transcripcion purificado mediante electroforesis en gel. A raiz de los
resultados, resulté evidente que (Figura 1C, Carril 1) se produjo muy poco, si es que se produjo algo del ARNr 28S
antisentido de longitud completa esperado en la reaccién de IVT. En cambio, se observaron moléculas de ARN de
tamafio variable de peso molecular bajo a alto. Asi pues, resultd que la ARN polimerasa de T7 no pudo transcribir
eficazmente el molde de ADN 28S.

[0118] A continuacion, se ensay6 1 ug del clon del plasmido de ARNr 28S de SP6 linealizado en un kit de
transcripcion de alto rendimiento para SP6 AmpliScribe™ convencional para la transcripcion in vitro (IVT) segun lo
descrito por el fabricante (EPICENTRE Biotechnologies) usando una mezcla 1:1 similar de bio-UTP y UTP. Se
realizé la incubacion a 37 °C durante 4 horas y luego se retir6 el molde de ADN mediante digestion con DNasa |
segun las recomendaciones del fabricante (EPICENTRE Biotechnologies). El ARNr antisentido biotinilado producido
se purificd seguidamente usando mini-columnas RNAspin illustra segun las recomendaciones del fabricante (GE
Healthcare) y se eluyd en agua exenta de RNasa. Tras ello, se traté el ARNr 28S antisentido purificado con DNasa |
Baseline-Zero™ segun las recomendaciones del fabricante (EPICENTRE Biotechnologies) para retirar todas las
trazas del molde de ADN usado para la transcripcion. EI ARNr antisentido biotinilado se volvié a purificar usando
mini-columnas RNAspin illustra, se eluyé en agua exenta de RNasa y se determind la concentracion de ARN
midiendo la absorbancia a 260 nm con un espectrofotémetro. Se analizé una parte alicuota (300 ng) de la reaccion
de transcripcion mediante electroforesis en gel y, a raiz de los resultados, se hizo evidente que el ARNr 28S
antisentido esperado se produjo en la reaccion IVT de SP6 (Figura 1C, Carril 2).

Ejemplo 2

Extraccion de ARNr antisentido biotinilado e hibridos de ARNr bicatenarios resultantes formados usando
ARN total de E. coli usando microesferas recubiertas de estreptavidina

[0119] Se us6 ARNr de E. coli como modelo para analizar la cantidad de Microesferas Recubiertas de
Estreptavidina ProActive® (Bangs Laboratories) necesarias para retirar una cantidad fija de ARNr antisentido
biotinilado de la solucion. Se lavaron las microesferas recubiertas de estreptavidina y se volvieron a suspender en el
tampon de unidn/lavado segun las recomendaciones del fabricante (Bangs Laboratories). Se usaron materiales de
ARNr antisentido biotinilado de E. coli sintetizados usando biotina-UTP al 35 % segun lo descrito en el Ejemplo 1
para preparar una mezcla que comprendia un microgramo de cada uno del segmento 5’ de ARNr 23S, el segmento
3’ de ARNr 23S y el ARNr 16S de longitud completa en un volumen de 4 ul de agua exenta de RNasa. Cada 4 pl de
mezcla de ARNr antisentido biotinilado representaria un exceso molar de al menos mas del doble al mezclarse con
un microgramo de ARN total nativo de E. coli, concentracion que se selecciond para conducir a la finalizacion o casi
la finalizacion de la hibridacion del ARNr sentido y antisentido al mezclarse todo junto.

[0120] Se determina la cantidad de microesferas recubiertas de estreptavidina necesaria para retirar eficazmente
el ARNr antisentido biotinilado afiadido a una reaccion de hibridacién. Se prepararon tres partes alicuotas de 4 pl de
la mezcla de ARNr antisentido biotinilado de E. coli en tubos de microcentrifugacion de 0,2 ml hasta un volumen de
reaccion final de 20 pl que comprendia 1 x tampoén de hibridacion (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 y NaCl 100 mM). Se
incubaron las reacciones a 68 °C durante 5 minutos y luego a temperatura ambientes durante 15 minutos. A
continuacion, se afadieron cada una de las reacciones n.° 1 y n.° 2 a un tubo de microcentrifugacion de 1,5 mi
recién preparado que contenia 20 pl de las suspender microesferas recubiertas de estreptavidina lavadas y
resuspendidas. Se afadio la reaccién de control n.° 3 a un tubo de microcentrifugacion de 1,5 ml recién preparado
con solo 20 pl de tampdén de unién/lavado. Se incubaron ademas todas las reacciones a temperatura ambiente
durante 15 minutos con mezclado suave ocasional (3-4 minutos) para permitir la formacién del complejo de biotina-
estreptavidina. Entonces, se purificd el ARNr antisentido biotinilado que quedd en la solucién tras la captura
mediante las microesferas usando columnas de ARN Clean-up Kit™-5 segun las recomendaciones del fabricante
(ZYMO Research). Se afadieron las reacciones n.° 1 y n.° 3 directamente en el procedimiento de limpieza de ARN
ZYMO mientras que la reaccion n.° 2 se centrifugd primero a 12.000 rpm durante 5 minutos usando una
centrifugadora de sobremesa para sedimentar las microesferas, y el sobrenadante retirado, y luego se afiadieron al
procedimiento de limpieza de ARN ZYMO. Se eluy6 cada muestra de ARN en 10 yl agua exenta de RNasa y se
analiz6é una parte alicuota de 5 pl mediante electroforesis en gel de agarosa tefildo con bromuro de etidio como se
muestra en la Figura 2A.

[0121] En la Figura 2A, los Carriles 1 y 2 muestran el ARNr antisentido biotinilado residual tras la unién a las
microesferas recubiertas de estreptavidina en comparacion con el control (Carril 3). La cantidad de ARN antisentido
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restante era mas pronunciada en el Carril 2, donde las microesferas se retiraron antes del procedimiento de limpieza
de ARN ZYMO. Aunque no esta claro, es posible que la adiciéon de la mezcla de reaccién de hibridaciéon con las
microesferas directamente a la columna de purificacion de ARN reduzca la capacidad de unién de la columna dando
lugar a la pérdida adicional del ARN antisentido biotinilado. No obstante, a raiz de este experimento, fue evidente
que 20 ul de las microesferas recubiertas de estreptavidina fueron insuficientes para retirar toda la cantidad de ARNr
antisentido biotinilado usada.

[0122] Asi pues, se analizaron otros 20 pl adicionales de microesferas lavadas para determinar si serian
suficientes para retirar los 4 pl de ARNr antisentido biotinilado. Se prepararon cuatro reacciones, comprendiendo
cada una 4 pl del ARNr antisentido biotinilado de E. coli en 1 x tampoén de hibridacién hasta un volumen final de 20
pl. Las reacciones se incubaron a 68 °C durante 5 minutos y después a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Se afiadio cada una de las reacciones n.° 2 y n.° 3 a un tubo de microcentrifugacion de 1,5 ml recién preparado que
contenia 20 pl de las microesferas recubiertas con estreptavidina lavadas y resuspendidas. Se afiadio la reaccion n.°
4 a un tubo de microcentrifugacion de 1,5 ml nuevo que contenia 40 pl de las microesferas recubiertas con
estreptavidina lavadas y resuspendidas. Se afiadié la reaccion de control n° 1 a un nuevo tubo de
microcentrifugacion de 1,5 ml solo con tampén de union/lavado. Las reacciones se incubaron ademas a temperatura
ambiente durante 15 minutos con agitacion suave ocasional (3-4 minutos) con el fin de permitir la formacién del
complejo de biotina-estreptavidina. Las reacciones se centrifugaron a 12.000 rpm durante 5 minutos usando una
centrifugadora de sobremesa para sedimentar las microesferas, y se transfiri6 cada sobrenadante a nuevos tubos de
microcentrifugacion de 1,5 ml. Al sobrenadante de la reacciéon n°® 3, se afiadieron 20 yl mas de las microesferas
recubiertas con estreptavidina lavadas y se incubaron de nuevo a temperatura ambiente con agitacion suave
ocasional (3-4 minutos). Se centrifugd la reaccion n.° 3 a 12.000 rpm durante 5 minutos una vez mas y se transfirié el
sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifugacion de 1,5 ml. EI ARN antisentido biotinilado contenido en cada
una de las cuatro reacciones se purificé usando el procedimiento de limpieza de ARN ZYMO vy se eluyé en 10 pl de
agua exenta de RNasa. Se analizé todo el material eluido para cada una por electroforesis en gel de agarosa tefiido
con bromuro de etidio, como se muestra en la Figura 2B.

[0123] En la Figura 2B, el Carril 2 muestra de nuevo que el ARNr antisentido biotinilado no se elimina por completo
cuando se usan solo 20 pl de microesferas. Sin embargo, cuando se usaron bien 20 pl de microesferas seguidos de
otros 20 pl de microesferas o 40 pl de microesferas, parece que hay una extraccion completa del ARNr antisentido
biotinilado afiadido (Carril 3 y Carril 4, respectivamente). Por lo tanto, en general, se prefirid el tratamiento con 40 pl
de microesferas, ya que necesitd menos etapas.

[0124] A continuacién, se analizd la cantidad de microesferas usadas como se describe en la Figura 2B para
determinar si también era suficiente para retirar eficazmente los hibridos de ARN ribosomal ARN bicatenario (ARNr
bicatenario) formados tras el apareamiento del ARNr antisentido biotinilado y el ARNr nativo contenido en el ARN
total. En primer lugar, para demostrar la formacion del hibrido del ARNr bicatenario, se mezclaron 500 ng de ARN
total de E. coli con 4 ul del ARNr antisentido biotinilado de E. coli en una reacciéon que comprendia 1 x tampén de
hibridacion en un volumen final de 20 pl. La reaccion se incub6 a 68 °C durante 5 minutos y después a temperatura
ambiente durante 15 minutos, se purificé usando el procedimiento de limpieza de ARN ZYMO y se eluy6 en 10 pl de
agua exenta de RNasa. Se analizd una parte alicuota de 5 pl mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con
bromuro de etidio junto con cantidades equivalentes del ARN total de E. coliindividual y ARNr antisentido biotinilado
como se muestra en la Figura 2C. La Figura 2C, carril 3 muestra la formacién eficaz de los hibridos de ARNr
bicatenarios en comparacion con las muestras de ARN sentido y antisentido individuales (Carriles 1 y 2,
respectivamente).

[0125] A continuacion, se analizo la extraccion de los hibridos de ARNr bicatenarios usando las cantidades de las
microesferas lavadas descritas en la Figura 2B. Se prepararon tres reacciones (n.° 1, n.° 2 y n.° 3), comprendiendo
cada una 500 ng de ARN total de E. coliy 4 yl del ARNr antisentido biotinilado de E. coli en 1 x tampdn de
hibridacion hasta un volumen final de 20 pl, junto con dos reacciones de control - una que contenia solo el ARNr
antisentido biotinilado de E. coli (n.° 4) y la otra, solo el ARN total de E. coli (n.° 5). Las reacciones se incubaron a
68 °C durante 5 minutos y después a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se anadié cada una de las
reacciones n.° 1 y n.° 3 a un tubo de microcentrifugacion de 1,5 ml recién preparado que contenia 20 ul de las
microesferas recubiertas con estreptavidina lavadas y resuspendidas. Se afiadié cada una de las reacciones n.° 2y
n.° 4 a un tubo de microcentrifugacion de 1,5 ml recién preparado que contenia 40 ul de las microesferas recubiertas
con estreptavidina lavadas y resuspendidas. Se afiadié la reaccién de control n.° 5 a un nuevo tubo de
microcentrifugacion de 1,5 ml que solo contenia tampdn de unién/lavado. Las reacciones se incubaron ademas a
temperatura ambiente durante 15 minutos con agitacion suave ocasional (3-4 minutos) con el fin de permitir la
formacién del complejo de biotina-estreptavidina. Las reacciones se centrifugaron a 12.000 rpm durante 5 minutos
usando una centrifugadora de sobremesa para sedimentar las microesferas, y se transfirid6 cada sobrenadante a
nuevos tubos de microcentrifugacion de 1,5 ml. Al sobrenadante de la reaccion n° 3, se afiadieron 20 pyl mas de las
microesferas recubiertas con estreptavidina lavadas y se incubd a temperatura ambiente con agitacion suave
ocasional (3-4 minutos). Se volvié a centrifugar la reaccion n.° 3 a 12.000 rpm durante 5 minutos y se transfirié el
sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifugacion de 1,5 ml. EI ARN contenido en cada una de las cinco
reacciones se purificd usando el procedimiento de limpieza de ARN ZYMO y se eluy6 en 10 ul de agua exenta de
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RNasa. Se analiz6 una parte alicuota de 5 pl de cada una por electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro
de etidio, como se muestra en la Figura 2D. Ademas, se procesaron 250 ng de ARN total de E. coli sin tratar como
control.

[0126] En la Figura 2D, el Carril 1 muestra el ARNr bicatenario residual cuando se usan solo 20 ul de microesferas.
Sin embargo, con bien 2 x 20 yl (Carril 2) o 1 x 40 pl de microesferas (Carril 3), los hibridos de ARNr bicatenarios ya
no eran visibles, lo que indicaba que el ARNr antisentido biotinilado era capaz de aparearse a sus secuencias de
ARNr sentido complementarias y facilitar su extraccion mediante las microesferas de estreptavidina. La cantidad de
ARN total de E. coli no parecio verse afectada por la adicién de 40 uyl de microesferas (Carril 5) en comparacion con
una cantidad similar de ARN total de E. coli sin tratar (Carril 6). Asi pues, se hizo evidente que bastaban 40 pl de
microesferas para retirar bien el ARNr antisentido biotinilado afiadido o los hibridos de ARNr bicatenarios resultantes
formados tras la hibridacion del ARNr antisentido biotinilado al ARNr.

Ejemplo 3

Efecto del uso de diferentes niveles de biotina-UTP para la sintesis de ARNr antisentido biotinilado y su
extraccion con las microesferas recubiertas de estreptavidina

[0127] En los experimentos descritos en el Ejemplo 2 anterior, se us6 ARNr antisentido biotinilado sintetizado
usando una mezcla de UTP:biotina-UTP que comprendia biotina-UTP al 35 %. Para la cantidad de ARNr antisentido
usada en la reaccion de hibridacién, se necesitaron 40 pl de las microesferas de estreptavidina para su eliminaciéon
eficaz. Por lo tanto, se pensé que el ARNr antisentido preparado con menores cantidades de biotina-UTP deberia
requerir menos microesferas de estreptavidina para su extraccién cuantitativa, lo que resultaria en una reduccion
global del coste asociado con la cantidad de tanto la biotina-UTP como de las microesferas necesarias. Se
prepararon ARNr 16S y 23S antisentido biotinilados se prepararon usando soluciones de biotina-UTP bien al 10 % o
al 20 % como se describe anteriormente en el Ejemplo 1y luego se prepararon mezclas de 4 yl convencionales de
los respectivos ARNr antisentido biotinilados. Se us6 el porcentaje de biotina-UTP usado en la reaccion de
transcripcion in vitro para su sintesis para referirse al producto de ARNr antisentido biotinilado; por ejemplo, si el
porcentaje de biotina-UTP usado en la reaccion de transcripcion in vitro era del 10 %, con el 90 % restante siendo
UTP, el producto se denomina en el presente documento ARNr antisentido biotinilado al 10 %, a pesar de que el
porcentaje de biotina-nucleétidos UTP incorporado en el producto puede ser inferior al 10 % en comparacion con los
nucleétidos UTP incorporados en el producto.

[0128] Se prepararon dos conjuntos de tres reacciones, comprendiendo cada una 4 pl del ARNr antisentido
biotinilado bien al 10 % (reaccién n.° 1, n.° 2 y n.° 3) o al 20 % (reacciones n.° 4, n.° 5 y n.° 6) hasta un volumen final
de 20 pl en 1 x tampoén de hibridacion. Las reacciones se incubaron a 68 °C durante 5 minutos y después a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Se transfiri6 cada una de las reacciones n.° 2 y n.° 5 a un tubo de
microcentrifugacion de 1,5 ml recién preparado que contenia 20 ul de las microesferas de estreptavidina lavadas, y
cada una de las reacciones n.° 3 y n.° 6 se transfirié6 a un tubo de microcentrifugacion de 1,5 ml recién preparado
que contenia 40 pl de las microesferas de estreptavidina lavadas. Se transfirié cada una de las reacciones n.° 1 y n.°
4 a un nuevo tubo de microcentrifugacion de 1,5 ml que contenia 40 uyl tampdn de union/lavado. Las reacciones se
incubaron ademas a temperatura ambiente durante 15 minutos con agitacion suave ocasional (3-4 minutos) con el
fin de permitir la formacién del complejo de biotina-estreptavidina. Las reacciones se centrifugaron a 12.000 rpm
durante 5 minutos en una centrifugadora de sobremesa y el sobrenadante se transfiri6 a nuevos tubos de
microcentrifugacion de 1,5 ml. Cualquier ARNr antisentido biotinilado que quedd en los sobrenadantes se purifico
usando el procedimiento de limpieza de ARN ZYMO vy se eluyé en 10 pl de agua exenta de RNasa. Se analiz6 toda
la cantidad de cada muestra purificada mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio,
como se muestra en la Figura 3A.

[0129] En la Figura 3A, los Carriles 1 y 4 muestran el ARNr antisentido biotinilado al 10 % y al 20 % no tratado con
microesferas, respectivamente. Los Carriles 2 y 3 muestran el ARNr antisentido biotinilado al 10 % tratado con 20 pl
y 40 pl de microesferas, respectivamente. Los Carriles 5 y 6 muestran el ARNr antisentido biotinilado al 20 % tratado
con 20 pl y 40 pl de microesferas, respectivamente. Claramente, hubo una cantidad importante de ARNr antisentido
biotinilado tanto al 10 % como al 20 % restante independiente de bien 20 pl o 40 ul de microesferas usadas (Carriles
2, 3, 5y 6). Sin embargo, la condicién del 20 % (Carriles 5 y 6) fue claramente mejor que la condicién del 10 %
(Carriles 2 y 3). Asi pues, parecidé que al usar estos niveles inferiores de biotina-UTP para sintetizar el ARNr
biotinilado, al menos parte del producto de ARNr antisentido sintetizado puede no contener suficientes moléculas de
biotina para facilitar su extracciéon mediante las microesferas de estreptavidina.

[0130] Asi pues, surgio la cuestion de si la biotina-UTP al 35 % usada en Ejemplo 2 era la concentracion éptima
para garantizar que todo el ARNr antisentido sintetizado contuviera suficientes moléculas de biotina para su posterior
extraccion con perlas de estreptavidina. Para responder a esta pregunta, se realizd el siguiente experimento para
analizar los ARNr antisentido biotinilados creados segun lo descrito en el Ejemplo 1 usando soluciones de biotina-
UTP bien al 50 % o al 60 %. A continuacion, se preparo la mezcla de 4 ul convencional de los respectivos ARNr 16S
y 23S antisentido biotinilados sintetizados usando los niveles del 50 % y del 60 % de botina-UTP. La mezcla de 4 pl
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convencional del ARNr antisentido biotinilado al 35 % se incluyé como control.

[0131] Se prepararon tres conjuntos de dos reacciones, comprendiendo cada una 4 pl de mezcla de ARNr
antisentido biotinilado bien al 35 % (reaccion n.° 1 y n.° 2) o al 50 % (reacciones n.° 3 y n.° 4) o al 60 % (reacciones
n.° 5y n.° 6) en un volumen final de 20 pl en 1 x tampdn de hibridacion. Las reacciones se incubaron a 68 °C durante
5 minutos y después a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se transfirié cada una de las reacciones n.° 2, n.°
4 y n.° 6 a un tubo de microcentrifugacién de 1,5 ml recién preparado que contenia 40 pl de las microesferas de
estreptavidina lavadas, y cada una de las reacciones n.° 1, n.° 3 y n.° 5 se transfirié a un tubo de microcentrifugacion
de 1,5 ml recién preparado que contenia 40 ul de tampdn de unién/lavado. Todas las reacciones se incubaron
ademas a temperatura ambiente durante 15 minutos con agitacion suave ocasional (3-4 minutos) con el fin de
permitir la formacion del complejo de biotina-estreptavidina. Las reacciones se centrifugaron a 12.000 rpm durante 5
minutos en una centrifugadora de sobremesa y el sobrenadante se transfirid a nuevos tubos de microcentrifugacion
de 1,5 ml. Cualquier ARNr antisentido biotinilado que quedd en los sobrenadantes se purificé usando el
procedimiento de limpieza de ARN ZYMO vy se eluy6 en 13,5 pl de agua exenta de RNasa. Se analizé el 50 % de
cada muestra purificada mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio, como se muestra
en la Figura 3B.

[0132] En la Figura 3B, los Carriles 1, 3 y 5 muestran el ARNr antisentido biotinilado que queda en ausencia de
microesferas para las muestras de biotina-UTP al 35 %, 50 % y 60 %, respectivamente. Con la adicion de 40 ul de
microesferas de estreptavidina, no quedé ARNr antisentido biotinilado visible en ninguna de las reacciones
correspondientes (Carriles 2, 4 y 6). No se pudo observar ninguna diferencia en el rendimiento de las muestras de
ARNr antisentido biotinilado al 35 %, 50 % y 60 % tras el tratamiento con 40 pl de las microesferas de estreptavidina
mediante el andlisis en gel de agarosa.

[0133] Para determinar ademas si habia una diferencia entre el uso del ARNr antisentido biotinilado al 35 %, 50 %
y 60 %, la mitad restante de cada reacciéon se convirti6 en ADNc de primera cadena en una reaccion de la
transcriptasa inversa convencional que contenia hexameros aleatorios, y se purificé usando el kit de purificacion de
PCR Qiaquick segun las recomendaciones del fabricante (Qiagen). Después se usé una parte alicuota de 5 pl de
cada una en reacciones de amplificacion de PCR separadas que contenian cebadores especificos para las regiones
5' y 3' terminales de ARNr 23S (SEQ ID NO: 15: 5-GACGTGCTAATCTGCGATAAGC, SEQ ID NO: 16: 5'-
ATGGATTCAGTTAATGATAGTGTGTCG, SEQ ID NO: 17: 5'- CTGAAAGCATCTAAGCACGAAACTTGC y SEQ ID
NO: 18: 5'-CCTATCAACGTCGTCGTCTTCAAC) y 16S (SEQ ID NO: 19: 5-GCCTAACACATGCAAGTCGAAC, SEQ
ID NO: 20: 5-~AGCTACCGTTTCCAGTAGTTATCC, SEQ ID NO: 21: 5-CGGAATCGCTAGTAATCGTGGAT y SEQ ID
NO: 22: 5-TCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTT) durante 20 ciclos de PCR. La amplificacion por PCR es
notablemente mas sensible que el analisis en gel de agarosa con bromuro de etidio y, por lo tanto, deberia
demostrar mejor las diferencias entre las eficacias de eliminacion del ARNr antisentido biotinilado al 35 %, 50 % y
60 % por la microesferas. Los resultados se muestran en la Figura 3C.

[0134] En la Figura 3C, los Carriles 1, 3 y 5 muestran los amplicones de PCR esperados para ARNr 23S 5' (Panel
1), ARNr 23S 3' (Panel 2), ARNr 16S 5' (Panel 3) y ARNr 16S 3' (Panel 4) con las mezclas de ARNr antisentido
biotinilado al 35 %, 50 % y 60 %, respectivamente. Los Carriles 2, 4 y 6 muestran los productos de reaccion de PCR
correspondientes tras el uso de las microesferas de estreptavidina. Como se observa en el Carril 2 (Paneles 2 y 4),
el arrastre residual de ARNr antisentido biotinilado al 35 % genero todavia algunos productos amplificados por PCR
especificos que no fueron observados con los materiales de ARNr antisentido biotinilado al 50 % y 60 %. Los
materiales de ARNr antisentido biotinilados tanto al 50 % como al 60 % se comportaron de manera similar y, por lo
tanto, se seleccion6 la condicion del 50 %.

Ejemplo 4

Extraccion del ARNr 23S y 16S de otra especie procariota (Lactobacillus plantarum) usando la mezcla de
ARNTr 23S y 16S antisentido biotinilado de E. coli

[0135] Para ensayar si la mezcla de ARNr antisentido biotinilado de E. coli era capaz de retirar las secuencias de
ARNr 23S y 16S presentadas por un especie procariota relativamente diversa, se us6 ARN total de Lactobacillus
plantarum, que comparte aproximadamente el 80 % de homologia con ARNr 16S y 23S de E. coli. En una reaccion,
se mezclaron 500 ng de ARN total de L. plantarum con 4 pl de la mezcla de ARNr antisentido biotinilado de E. coli
descrita en el Ejemplo 2 anterior en 1 x tampdn de hibridacion en un volumen final de 20 pl. Una segunda reaccion
para servir como control contenia todo como la primera reaccién menos la mezcla de ARNr antisentido biotinilado de
E. coli. Las reacciones se incubaron a 68 °C durante 10 minutos y después a temperatura ambiente durante 15
minutos. A continuacion, se afadié cada reaccion a un tubo de microcentrifugacién de 1,5 ml nuevo que contenia
50 ul de microesferas recubiertas con estreptavidina lavadas y resuspendidas. Las reacciones se incubaron ademas
a temperatura ambiente durante 15 minutos con agitacion suave ocasional (3-4 minutos) con el fin de permitir la
formacion del complejo de biotina-estreptavidina. A continuacion, se centrifugaron las reacciones a 12.000 rpm
durante 5 minutos usando una centrifugadora de sobremesa para sedimentar las microesferas, se retir6 el
sobrenadante y se purificé el ARN usando el procedimiento de limpieza de ARN ZYMO. Cada muestra de ARN se
eluy6 en 13,5 pl de agua exenta de RNasa y se analiz6 el 50 % de cada una por electroforesis en gel de agarosa
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tefiido con bromuro de etidio, como se muestra la Figura 4.

[0136] La Figura 4, Carril 1 en comparacion con el Carril 2 muestra que las bandas de ARNr tanto 16S como 23S
para L. plantarum ya no eran visibles tras la sustraccion con la mezcla de ARNr antisentido biotinilado de E. coli, lo
que indica que también se sustrajeron de manera eficaz a pesar de que las secuencias de ARNr solo eran un 80 %
homologas.

Ejemplo 5

Extraccion de ARNr 23S, 16S y 5S de un intervalo de entradas de ARN total de E. coli usando la mezcla de
ARNr antisentido biotinilado de E. coli

[0137] Se preparé una mezcla de ARNr antisentido biotinilado de E. coli, que, en este caso, contenia ARNr
antisentido 23S, 16S y 5S, y se prepararon las siguientes reacciones de generacion de muestras empobrecidas en
ARNr y reacciones de control como se muestra en la Tabla 1, y se realizaron por duplicado en una volumen final de
20 ul en 1 x tampon de hibridacion:

Tabla 1:
Reaccion n.° Entradas de ARN Mezcla de ARNr antisentido biotinilado de E. coli Microesfgrgs recubiertas de
total de E. coli (23S, 168, 5S) estreptavidina

1,2 50 ng 2 ul 25 ul

3,4 100 ng 2ul 25 ul

5,6 500 ng 4l 50 ul

7,8 1.000 ng 4 ul 50 pl

9,10 2.500 ng 8 ul 100 pl

11,12 5.000 ng 10 ul 125 ul

13,14 500 ng - 50 pl

Las reacciones se incubaron a 68 °C durante 10 minutos y después a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se
afnadié después cada reaccion a un tubo de microcentrifugacion de 1,5 ml recién preparado que contenia la cantidad
apropiada de microesferas recubiertas de estreptavidina lavadas y resuspendidas. Las reacciones se incubaron
ademas a temperatura ambiente durante 15 minutos con agitacion suave ocasional (3-4 minutos) con el fin de
permitir la formacion del complejo de biotina-estreptavidina. A continuacion, las reacciones se centrifugaron a 12.000
rpm durante 5 minutos en una centrifugadora de sobremesa para sedimentar las microesferas y el sobrenadante se
retird y el ARN se purificé usando el procedimiento de limpieza de ARN ZYMO. Se eluyé cada muestra de ARN en
13,5 yl de agua exenta de RNasa. A continuacion, se convirtié toda la muestra de ARN de cada una en ADNc de
primera cadena en una reaccion de transcriptasa inversa convencional que contenia hexameros aleatorias y se
purifico usando el kit de purificacion de PCR Qiaquick segun las recomendaciones del fabricante (Qiagen). Después
se uso una parte alicuota de 5 ul de cada una muestra de ADNc de primera cadena en reacciones de amplificacion
de PCR separadas que contenian cebadores especificos para las regiones 5' terminales de ARNr 23S (SEQ ID NO:
15y SEQ ID NO: 16) y 16S (SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20), el ARNr 5S completo (SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO:
23: 5-TGCCTGGCAGTTCCCTACTCTC) y e ARNm de ompA (SEQ ID NO: 24: 5-
ACCAGGTTAACCCGTATGTTGGCT y SEQ ID NO: 25: 5-ACCGATGTTGTTGGTCCACTGGTA) durante 20 ciclos.
También se realizd una reaccion de control menos el molde para cada par de cebadores. Se analizé una parte
alicuota de 5 pl de cada reaccion de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio
como se muestra en la Figura 5.

[0138] En la Figura 5, los Carriles 1-12 muestran la excelente reduccion de la cantidad de las secuencias de ARNr
23S (Panel A), 16S (Panel B) y 5S (Panel C) contenidas en las diferentes entradas de ARN total de E. coli por
duplicado. Sin embargo, las transcripciones de ARNm de ompA (Panel D) todavia se podian detectar en todas las
muestras y parecian estar intactas en comparacién con las muestras no sustraidas correspondientes (Carriles 7 y 8
frente a los Carriles 13 y 14). Claramente, dicho método para la sustraccion de ARNr parece ser aplicable en un
amplio intervalo de entradas de ARN total con al menos un intervalo dinamico de 100 veces en este ejemplo.

Ejemplo 6

Sustraccion de secuencias de ARNr 23S, 16S y 5S de E. coli fragmentado usando la mezcla de ARNr
antisentido biotinilado de E. coli
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[0139] Se fragmentaron diez microgramos de ARN total de E. coli en 1 x tampén de fragmentacion (Ambion) a 65
°C durante 3 minutos. El ARN fragmentado se purifico usando el procedimiento de limpieza de ARN ZYMO, se eluyd
en 20 pl de agua exenta de Rnasa, y se determind la concentracion midiendo la absorbancia a 260 nm con un
espectrofotobmetro. Se analizé una parte alicuota de 300 ng del ARN fragmentado comparado con el ARN intacto
mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio como se muestra en la Figura 6A.

[0140] En la Figura 6A, el Carril 1 muestra el ARN total de E. coli intacto, y el Carril 2 muestra el correspondiente
ARN total fragmentado. Las bandas de ARNr 23S y 16S ARNr intacto ya no eran visibles en la muestra fragmentada
contenida en el Carril 2.

[0141] A continuacion, se aplico sustraccion de ARN ribosomal a una muestra de 2,5 pug de la muestra de ARN
total de E. coli fragmentado en comparacion con una cantidad similar de ARN total de E. coli intacto. Se agruparon
las cuatro siguientes reacciones - las reacciones n.° 1 y n.° 2 contenian 2,5 ug de ARN total de E. coli intacto cada
unay las reacciones n.° 3 y n.° 4 contenian 2,5 ug del ARN total de E. coli fragmentado cada una. A continuacion, a
cada una de las reacciones n.° 2 y n.° 4, se afiadieron 8 pl de la mezcla de ARNr antisentido biotinilado de E. coli, y
se ajusto el volumen final hasta 40 pl en 1 x tampdn de hibridacion. Se incubaron las reacciones a 68 °C durante 10
minutos y luego a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se transfiri6 cada reaccion a un tubo de
microcentrifugacion de 1,5 ml que contenia 50 ul de microesferas de estreptavidina lavadas. Se incubaron ademas
las reacciones a temperatura ambiente durante 15 minutos con mezclado suave ocasional (3-4 minutos) para
permitir la formacién del complejo de biotina-estreptavidina. Se centrifugaron las reacciones a 12.000 rpm durante 5
minutos sobre una centrifugadora de sobremesa y se transfiri6 cada sobrenadante a un tubo de microcentrifugacion
de 1,5 ml. Se purificé el ARN contenido en los sobrenadantes usando el procedimiento de limpieza de ARN ZYMO y
se eluy6 en 13,5 ul de agua exenta de RNasa. Se analizé el cincuenta por ciento de cada muestra purificada
mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio y analisis de transferencia Northern como se
muestra en la Figura 6B.

[0142] La Figura 6B, Panel 1 (Carriles 2 y 4) muestran el ARN restante tras la sustraccion del ARNr. En el caso del
ARN total intacto, es muy evidente que las bandas de ARNr 23S y 16S se han retirado (Carril 2 frente al Carril 1). Sin
embargo, para el ARN total fragmentado, se produce una reduccion global de la cantidad de ARN tras la sustraccion
como seria de esperar si también se sustrajeran los fragmentos de ARNr (Carril 4 frente a Carril 3). Los analisis de
transferencia Northern para el ARNm de ompA (Panel 2) y ARNr 23S (Panel 3), 16S (Panel 4) y 5S (Panel 5)
muestran claramente una sustraccion similar y excelente de las diferentes secuencias de ARNr tanto en el ARN total
intacto (Panel 3, 4, y 5 - Carril 2) como en el ARN total fragmentado (Panel 3, 4, y 5 - Carril 4) en comparacion con
las respectivas muestras no sustraidas (Panel 3, 4, y 5 - Carril 1 y 3). Al mismo tiempo, la cantidad de secuencia de
ARNm de ompA ARNm parece permanecer invariable mediante el proceso de sustraccion tanto para el ARN total
intacto (Panel 2 - Carril 2 frente a Carril 1) como para el ARN total fragmentado (Panel 2 - Carril 4 frente a Carril 3).

[0143] Ademas, se convirtio el 50 % restante de cada muestra de ARN purificada en ADNc de primera cadena en
una reaccion de transcriptasa inversa convencional que contenia hexameros aleatorios y se purifico usando el kit de
purificacion de PCR Qiaquick segun las recomendaciones del fabricante (Qiagen). Después se usé una parte
alicuota de 5 pl de cada en reacciones de amplificacién separadas por PCR que contenian cebadores especificos a
las regiones 5’ terminales de ARNr 23S (SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 16) y 16S (SEQ ID NO: 19y SEQ ID NO: 20),
el ARNr 5S completo (SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 23) y el ARNm de ompA (SEQ ID NO: 24 y SEQ ID NO: 25)
durante 20 ciclos. Se analizé una parte alicuota de 5 pl de cada reaccion de PCR mediante electroforesis en gel de
agarosa tefiido con bromuro de etidio como se muestra en la Figura 6C.

[0144] La Figura 6C muestra que mediante anadlisis de RT-PCR, se produjo una excelente sustraccion de ARNr
23S (Panel 2), 16S (Panel 3) y 5S (Panel 4) para el ARN total de E. coli tanto intacto (Carril 2 frente a Carril 1) como
fragmentado (Carril 4 frente a Carril 3). Sin embargo, el ARNm de ompA se mantuvo igualmente en ambos casos
antes y después de la sustraccion (Panel 1).

Ejemplo 7

Hibridacion especifica de ARNr 28S y 18S humano, de raton y de rata con ARNr 28S y 18S antisentido
biotinilado humano, y su extraccion con microesferas de estreptavidina

[0145] Se mezclaron muestras de ARN total intacto (500 ng) para ser humano (reacciones n.° 4 y n.° 5), raton
(reacciones n.° 7 y n.° 8) y rata (reacciones n.° 10 y n.° 11) bien con 2,1 ug de ARNr 28S antisentido biotinilado o con
1,0 ug de ARNr 18S antisentido biotinilado en 1 x tampdn de hibridacién en un volumen final de 20 pl. Se incluyeron
muestras de ARN total intacto correspondientes (reacciones n.° 3, n.° 6 y n.° 9) y ARNr antisentido biotinilado solo
(n.° 1 y n.° 2) como controles. Se incubaron todas las reacciones a 68 °C durante 10 minutos y después a
temperatura ambiente durante 15 minutos. A continuacion, se purificd el ARN contenido en cada muestra usando el
procedimiento de limpieza de ARN ZYMO vy se eluyé en 13,5 pl de agua exenta de RNasa. Se analiz6 toda la
muestra para cada uno mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio como se muestra en
la Figura 7A.
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[0146] La Figura 7A, Carriles 1y 2 muestran el ARNr 23S y 18S antisentido biotinilado individual, respectivamente.
Los Carriles 3, 6 y 9 muestran el ARN total intacto individual correspondiente al ser humano, ratén y rata,
respectivamente. Los Carriles 4, 7 y 10 muestran las muestras de ARN total de ser humano, ratén y rata,
respectivamente tras la hibridaciéon con el ARNr 28S antisentido biotinilado. Claramente, la banda de ARNr 28S de
las diferentes muestras de ARN total se ha hibridado a su ARNr antisentido complementario, pues ahora migra con
un alto peso molecular superior, mientras que el ARNr 18S permanece invariables. Cuando luego se hibridaron
muestras de ARN total diferentes al ARNr 18S antisentido biotinilado, claramente, la banda de ARNr 18S migr6 con
un peso molecular superior (Carril 5, 8 y 11) y entonces, la banda de 28S permanecié invariable. A partir de estos
resultados, es evidente que cada ARNr antisentido biotinilado se estaba hibridando especificamente a su diana
complementaria, e igualmente bien para el ser humano, el ratén y la rata, que comparten al menos un 99 % de
homologia de secuencia.

[0147] Seguidamente, se preparé una mezcla de ARNr antisentido biotinilado para ser humano que comprendia
aproximadamente 1,2 pmol de cada ARNr antisentido 28S y 18S en un volumen final de 4 pl de agua exenta de
RNasa usando el ARN sintetizado in vitro preparado segun lo descrito en el Ejemplo 1. Se mezclé cada ARN total
intacto (2,5 ug) de ser humano (Hela), ratén (3T3) y rata (NRK) con 8 pl de la solucién de ARNr antisentido
biotinilado en 1 x tampodn de hibridacion en un volumen final de 40 pl. También se incluyd una reaccion de control
que solo contenia 2,5 pg del correspondiente ARN total intacto. Se incubaron las reacciones a 68 °C durante 10
minutos, y después a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se transfirid cada reacciéon a un tubo de
microcentrifugacion de 1,5 ml que contenia 100 pl de microesferas de estreptavidina lavadas, respectivamente. Las
reacciones se incubaron ademas a temperatura ambiente durante 15 minutos con mezclado suave ocasional (3-4
minutos) para permitir la formacién del complejo de biotina-estreptavidina y luego a 37 °C durante 5 minutos. Se
centrifugaron las reacciones a 14.000 rpm durante 5 minutos sobre una centrifugadora de sobremesa y se transfirio
cada sobrenadante a un tubo de microcentrifugacion de 1,5 ml. Se purificé el ARN contenido en los sobrenadantes
usando el procedimiento de limpieza de ARN ZYMO y se eluyd en 13,5 ul agua exenta de RNasa. Se analizé el
cincuenta por ciento de cada muestra de ARN purificada mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con
bromuro de etidio como se muestra en la Figura 7B.

[0148] En la Figura 7B, los Carriles 1, 3 y 5 muestran el ARN total individual sin ninguna sustraccion de ARNr 28S
y 18S, mientras que los Carriles 2, 4, y 6 muestran el ARN restante correspondiente tras la sustraccion del ARNr
28S y 18S. A raiz de estos resultados, es evidente que una mayoria de las bandas de ARNr 28S y 18S se retir6 tras
el procedimiento de sustraccion descrito.

Ejemplo 8

Sustraccion de ARNr 28S, 18S, 5,8S y 5S de diversas cantidades de ARN total humano intacto usando una
mezcla de ARNr antisentido biotinilado humano

[0149] Se prepard una mezcla de ARNr antisentido biotinilado para ser humano que comprendia aproximadamente
1,2 pmol de cada o ARNr antisentido 28S, 18S, 5,8S y 5S en un volumen final de 4 yl de agua exenta de RNasa
usando el ARN sintetizado in vitro preparado segun lo descrito en el Ejemplo 1. Se prepararon reacciones de
sustraccion de ARN ribosomal que comprendian 100 ng (reaccién n.° 1), 500 ng (reaccién n.° 2) y 5,0 ug (reaccién
n.° 3) de ARN total de Hela intacto con 2 pl, 4 yl y 8 ul de la mezcla de ARNr antisentido humano biotinilado,
respectivamente en 1 x tampoén de hibridacion en un volumen final de 20 yl. También se incluy6é una reaccion de
control (reaccién n.° 4) con solo 500 ng del ARN total de Hela intacto. Se incubaron las reacciones a 68 °C durante
10 minutos y después a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se transfiri6 cada reaccién a un tubo de
microcentrifugacion de 1,5 ml que contenia 25 pl, 50 pl, 125 pl y 50 yl de microesferas de estreptavidina lavadas,
respectivamente. Se incubaron ademas las reacciones a temperatura ambiente durante 15 minutos con mezclado
suave ocasional (3-4 minutos) para permitir la formaciéon del complejo de biotina-estreptavidina y luego a 37 °C
durante 5 minutos. Se centrifugaron las reacciones a 14.000 rpm durante 5 minutos en una centrifugadora de
sobremesa y se transfiri6 cada sobrenadante a un tubo de microcentrifugacion de 1,5 ml. Se purific6 el ARN
contenido en los sobrenadantes usando el procedimiento de limpieza de ARN ZYMO y se eluyo en 13,5 ul de agua
exenta de RNasa. Seguidamente, se convirtié6 cada muestra de ARN purificada en ADNc de primera cadena en una
reaccion de transcriptasa inversa convencional que contenia hexameros aleatorios, y se purificd usando el kit de
purificacion de PCR Qiaquick segun las recomendaciones del fabricante (Qiagen). Después, se usd una parte
alicuota de 5 ul de cada en reacciones de amplificacién separadas por PCR que contenian cebadores especificos de
las regiones 5'y 3' terminales de ARNr 28S (SEQ ID NO: 26: 5-CTCAGTAACGGCGAGTGAAC, SEQ ID NO: 27: 5'-
GCCTCGATCAGAAGGACTTG, SEQ ID NO: 28: 5-TACCACAGGGA TAACTGGCT y SEQ ID NO: 29: 5'-
TAGGAAGAGCCGACATCGAA) y 18S (SEQ ID NO: 30: 5'- CCTACCTGGTTGATCCTGCC, SEQ ID NO: 31: 5'-
CCAAGTAGGAGAGGAGCGAG, SEQ. ID. NO. 32: 5-CCCAGTAAGTGC GGGTCATA y SEQ ID NO: 33: 5'-
TCACTAAACCATCCAATCGGTAGTA), el ARNr 5,8S completo (SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 34: 5'-
GATCCTTCCGCAGGT TCACCTAC), el ARNr 5S completo (SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 35 5'-
AAGCCTACAGCACCCGGTATTC) y e ARNm de GAPDH 5 (SEQ ID NO: 36: 5'-
TCGACAGTCAGCCGCATCTTCTTT y SEQ ID NO: 37: 5-ACCAAATCCGTTG ACTCCGACCTT) durante 20 ciclos.
Se incluy6 una reaccion de control para cada par de cebadores menos el molde. Se analizé una parte alicuota de 5
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pl de cada reaccion de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio como se
muestra en la Figura 8.

[0150] En la Figura 8, los Carriles 1, 2 y 3 muestran los resultados de RT-PCR para ARNr 28S (Panel A), ARNr
18S (Panel B), ARNr 5,8S (Panel C), ARNr 5S (Panel D) y ARNm de GAPDH (Panel E) para las entradas de 100 ng,
500 ng y 5,0 ug de ARN total sustraido con la mezcla de ARNr antisentido humano biotinilado, respectivamente. El
Carril 4 muestra la PCR para la entrada de 500 ng de ARN total no sustraido. A raiz de los resultados, es evidente
que hay una sustraccion excelente en un amplio intervalo de entradas de ARN total para las diferentes secuencias
de ARN ribosomal usando la mezcla de ARNr antisentido biotinilado (Carriles 1, 2 y 3 frente al Carril 4).

Ejemplo 9

Sustraccion de secuencias de ARNr humano presentadas por varios niveles de ARN total humano
fragmentado

[0151] Se fragmentd ARN total intacto de HelLa en 1 x tampdn de fragmentacion (Ambion) durante 1, 2 y 3
minutos. Se purificaron las muestras de ARN usando el procedimiento de limpieza de ARN ZYMO, se eluyeron agua
exenta de RNasa y se determind la concentracion a una absorbancia de 260 nm usando un espectrofotometro.

[0152] Se prepararon reacciones por duplicado que comprendian bien 2,5 ug de muestras de ARN total intacto
(reacciones n.° y n.° 2) o fragmentado (reacciones n.° 3, n.°4,n.°5,n.°6, n.° 7 y n.° 8) en 1 x tampodn de hibridacion.
A una de cada reaccion duplicada (n.° 2, n.° 4, n.° 6 y n.° 8), se afiadieron 8 pl de la mezcla de ARNr antisentido
humano biotinilado, y se ajusto el volumen final para cada reaccion hasta 40 pl. Se incubaron las reacciones a 68 °C
durante 10 minutos y después a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se transfirié cada reaccién a un tubo de
microcentrifugacion de 1,5 ml que contenia 100 ul de microesferas de estreptavidina lavadas. Se incubaron ademas
las reacciones a temperatura ambiente durante 15 minutos con mezclado suave ocasional (3-4 minutos) para
permitir la formacion del complejo de biotina-estreptavidina y luego a 37 °C durante 5 minutos. Se centrifugaron las
reacciones a 14.000 rpm durante 5 minutos en una centrifugadora de sobremesa y se transfirié cada sobrenadante a
un tubo de microcentrifugacion de 1,5 ml. Se purific6 el ARN contenido en los sobrenadantes usando el
procedimiento de limpieza de ARN ZYMO vy se eluy6 en 13,5 yl de agua exenta de RNasa. Se analizé el cincuenta
por ciento de cada muestra de ARN purificada mediante electroforesis en gel tefiido con bromuro de etidio como se
muestra en la Figura 9A.

[0153] La Figura 9A, Carriles 4, 6 y 8, que contenia el ARN total fragmentado y el ARNr antisentido biotinilado
muestran una reduccion significativa de la cantidad de ARN como resultado de la sustraccion en comparacion con
los respectivos controles (Carriles 3, 5y 7). En el Carril 2 en comparacion con el Carril 1 con el ARN total intacto, las
bandas de ARNr de longitud completa ya no eran visibles.

[0154] Seguidamente, se convirtio el 50 % restante de cada muestra de ARN purificada en ADNc de primera
cadena en una reaccion de transcriptasa inversa convencional que contenia hexameros aleatorios, y se purificd
usando el kit de purificacién de PCR Qiaquick segun las recomendaciones del fabricante (Qiagen). Después, se us6
una parte alicuota de 5 pl de cada en reacciones de amplificacion separadas por PCR que contenian cebadores
especificos de las regiones 5’ terminales de ARNr 28S (SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 27) y 18S (SEQ ID NO: 30 y
SEQ ID NO: 31), el ARNr 5,8S completo (SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 34), el ARNr 5S completo (SEQ ID NO: 5y
SEQ ID NO: 35) y ARNm de GAPDH 5' (SEQ ID NO: 36 y SEQ ID NO: 37) durante 20 ciclos. También se realizé una
reaccion de control menos el molde para cada par de cebadores. Se analizé una parte alicuota de 5 pl de cada
reaccion de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio como se muestra en Figura
9B.

[0155] En la Figura 9B, los Carriles 2, 4, 6 y 8 muestran los resultados de la PCR para ARNr 28S (Panel 1), ARNr
18S (Panel 2), ARNr 5,8S (Panel 3), ARNr 5S (Panel 4) y ARNm de GAPDH (Panel 5) para el ARN total intacto y
fragmentado (1, 2 y 3 minutos), respectivamente tras la sustraccion. Las reacciones de control sin sustraccion
correspondientes se muestran en los Carriles 1, 3, 5y 7. A raiz de los resultados, es evidente que hay una excelente
sustraccion en un amplio intervalo de entradas de ARN total fragmentado similar al ARN total intacto para las
diferentes secuencias de ARN ribosomal usando la mezcla de ARNr antisentido biotinilado.

Ejemplo 10

Comparacion de la sustraccion de ARNr de E. coli usando el método de la presente invenciéon y el método
MICROBExpress™

[0156] Se adquirié un kit que usa secuencias de oligonucledtidos ARNr conservadas (23S y 16S) para sustraer el
ARNr correspondiente de las entradas de 2 ug-10 ug de ARN total procariota en Ambion para la comparacion con
los procedimientos ilustrativos en estos ejemplos. Primero se fragmentd una parte alicuota de 15 ug del ARN total de
E. coli de control intacto suministrado en el kit MICROBExpress™ en 1 x tampdn de fragmentacion (Ambion) a 65 °C

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 573277713

durante 2 minutos, se purificd mediante el procedimiento de limpieza de ARN ZYMO, se eluyd con agua exenta de
RNasa, y se determind la concentracion a una absorbancia de 260 nm usando un espectrofotdmetro. A continuacion,
se us6 una parte alicuota igual (2,5 pg) del ARN total de E. coli intacto o fragmentado en las reacciones de
sustraccion siguiendo bien el método ilustrativo descrito en el Ejemplo 9 ("Método ilustrativo") para las muestras de
ARN apropiadas o el método MICROBExpress™ exactamente segun lo descrito por el fabricante (Ambion). Las
reacciones de control que representan ausencia de sustraccion del ARNr se incluyeron para ambos métodos. Luego,
se purificd cada muestra de ARN por precipitacion en EtOH como se describe para el procedimiento
MICROBExpress™ y se volvié a suspender en 12 ul de agua exenta de RNasa. Se analizé el cincuenta por ciento
de cada muestra de ARN purificada mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio y
transferencia Northern como se muestra en la Figura 10A.

[0157] En la Figura 10A, los Carriles 1, 2 y 3, 4 muestran la sustraccion de ARNTr relativa del ARN total intacto y
fragmentado usando el método ilustrativo y el método MICROBExpress™ para el ARNr 23S (Panel 2), ARNr 16S
(Panel 3) y ARNr 5S (Panel 4). Claramente, para las muestras de ARN total tanto intacto como fragmentado, las
diferentes secuencias de ARNr se sustrajeron significativamente mejor usando el Método ilustrativo de la invencion
(Método ilustrativo - Carriles 2 y 4) en comparacion con el método MICROBEXxpress (Panel de MICROBExpress™ -
Carriles 2 y 4). Parece que incluso el ARN intacto de control suministrado con el MICROBExpress™ contiene un
nivel de secuencias de ARNr fragmentado que claramente no se retiraron mediante el método MicrobExpress (Panel
de MICROBExpress™ - Carril 2) pero que claramente si se retiraron usando el Método ilustrativo descrito en el
presente documento (Método ilustrativo, Panel - Carril 2). Ademas, el Panel 1 muestra que la secuencia de ARNm
de ompA permanece invariable antes y después de la sustraccion para ambos métodos.

[0158] Seguidamente, se convirtio el 50 % restante de cada muestra de ARN purificada en ADNc de primera
cadena en una reaccion de transcriptasa inversa convencional que contenia hexameros aleatorios, y se purificd
usando el kit de purificacion de PCR Qiaquick segun las recomendaciones del fabricante (Qiagen). Después, se us6
una parte alicuota de 5 pl de cada en reacciones de amplificacion separadas por PCR que contenian cebadores
especificos de la region 5’ terminal de ARNr 23S (SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 16) y 16S (SEQ ID NO: 19y SEQ ID
NO: 20), el ARNr 5S completo (SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 23) y ARNm de ompA (SEQ ID NO: 24 y SEQ ID NO:
25) durante 20 ciclos. Se analiz6 una parte alicuota de 5 pl de cada reaccion de PCR mediante electroforesis en gel
de agarosa tefido con bromuro de etidio mostrada en Figura 10B.

[0159] En la Figura 10B, los Carriles 2 y 4 muestran los resultados de la PCR para el ARNr 23S (Panel 2), ARNr
16S (Panel 3), ARNr 5S (Panel 4) y ARNm de ompA (Panel 1) para el ARN total de E. coli intacto y fragmentado,
respectivamente tras la sustraccion usando el Método ilustrativo y el método MICROBExpress™. Las reacciones de
control sin sustraccion correspondientes se muestran en los Carriles 1 y 3. A raiz de los resultados, es evidente que
hay una excelente sustraccion de las diferentes secuencias de ARNr presentadas por las muestras de ARN total
tanto intacto como fragmentado usando el Método ilustrativo (Panel del Método ilustrativo) en comparacién con el
método MICROBExpress™ (Panel de MicroExpress). Sin embargo, en ambos casos el ARNm de ompA se mantuvo
de manera similar.

Ejemplo 11

Comparacion de la sustraccion de ARNr humano usando un Método ilustrativo frente al método de
purificacion de ARNm OLIGOTEX poly A+

[0160] Se adquirié un kit que usa oligonucledtido dT para aislar ARNm de ARN total eucariota en Qiagen para
compararlo con el Método ilustrativo descrito en Ejemplo 9 anterior. Cuando se usé ARN fragmentado, primero se
fragmentd el ARN en 1 x tampén de fragmentacion (Ambion) a 65 °C durante 2 minutos. Se purifico el ARN intacto o
purificado usando el procedimiento de limpieza de ARN ZYMO, se eluy6 con agua exenta de RNasa y se determino
la concentracién a una absorbancia de 260 nm usando un espectrofotémetro. Entonces, se usé una parte alicuota
(2,5 pg) de ARN total de E. coli bien intacto o fragmentado en reacciones de sustraccion del ARNr usando el Método
ilustrativo para las muestras de ARN apropiadas o el método de purificacion de ARNm Oligotex poly A+ exactamente
segun lo descrito por el fabricante (Qiagen). Las reacciones de control que representan ausencia de sustraccion del
ARNr se incluyeron para ambos métodos. Entonces, se purifico cada muestra de ARN mediante precipitacion en
etanol y se volvid a suspender en 12 ul de agua exenta de RNasa. Se analizd el cincuenta por ciento de cada
muestra de ARN purificada mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio como se muestra
en la Figura 11A.

[0161] En la Figura 11A, los Carriles 1, 2 y 3, 4 muestran la extraccion relativa de ARNr para el ARN total tanto
intacto como fragmentado usando el Método ilustrativo y el método de purificacion de ARNm OLIGOTEX poly A+.
Claramente, para las muestras de ARN total tanto intacto como fragmentado, las diferentes secuencias de ARNr se
retiraron visiblemente usando el Método ilustrativo (Panel 1 - Carriles 2 y 4) y el método OLIGOTEX (Panel 2 -
Carriles 2 y 4) en comparacion con los respectivos controles (Panel 1 - Carriles 1 'y 3 y Panel 2 - Carriles 1y 3).
Ademas, parece que quedd muy poco ARNm visible tras el método OLIGOTEX y todos los tipos de moléculas de
ARN pequenas (ARNt, ARNim etc.) también parecen haberse eliminado (Panel 2 - Carriles 2 y 4).
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[0162] Seguidamente, se convirtid el 50 % restante de cada muestra de ARN purificada en ADNc de primera
cadena en una reaccion de transcriptasa inversa convencional que contenia hexameros aleatorios, y se purificd
usando el kit de purificacién de PCR Qiaquick segun las recomendaciones del fabricante (Qiagen). Después, se us6
una parte alicuota de 5 pl de cada en reacciones de amplificacion separadas por PCR que contenian cebadores
especificos de las regiones 5'y 3' terminales de ARNr 28S (SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28 y SEQ
ID NO: 29) y 18S (SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 33), el ARNr 5,8S completo (SEQ
ID NO: 3y SEQ ID NO: 34) y el ARNr 5S completo (SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 35) durante 20 ciclos. Se analizé
una parte alicuota de 5 pl de cada reaccion de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro
de etidio como se muestra en Figura 11B.

[0163] En la Figura 11B, los Carriles 2 y 4 muestran los resultados de PCR para el ARNr 28S (Paneles 1 y 2),
ARNr 18S (Panel 3 y 4), ARNr 5,8S (Panel 5) y ARNr 5S (Panel 6) para el ARN total de Hela intacto y fragmentado,
respectivamente permitiendo la sustraccion del ARNr usando el Método ilustrativo y el método OLIGOTEX. Las
reacciones de control sin sustraccion correspondientes se muestran en los Carriles 1y 3. A raiz de los resultados, es
evidente que hay una excelente sustraccion global de las diferentes secuencias de ARNr presentadas por las
muestras de ARN total tanto intacto como fragmentado usando el Método ilustrativo (Panel del Método ilustrativo) y
el método OLIGOTEX (Panel de OLIGOTEX). De hecho, el Método ilustrativo parece ser algo mejor que el método
OLIGOTEX para las secuencias de ARNr tanto 28S como 18S (Paneles 1-4), mientras que para las secuencias de
ARNr 5,8S y 5S, el método OLIGOTEX parece ser ligeramente mejor (Panel E y F, respectivamente).

[0164] Ademas, se usaron cebadores de PCR especificos de las regiones 5' y 3' terminales de ARNm de GAPDH
(SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38: 5-CACAAGAGGAAGAGAGAGA CCCTCA y SEQ ID NO: 39: 5'-
TTGATGGTACATGACAAGGTGCGG) y de PGK1 (SEQ ID NO: 40: 5-GAATCACCGACCTCTCTCCC, SEQ. ID. NO.
41: 5'-CGACTCTCATAAC-GACCCGC, SEQ ID NO: 42: 5-CCAGAGGTGACCACTTTCAA y SEQ ID NO: 43: 5-
ATGTGGAACAGAGCCTTCCTC) en la PCR (GAPDH: 22 ciclos y PGK1: 26 ciclos) con los moldes de ADNc
cebados aleatorios, y se analizé una parte alicuota de 5 pl de cada reaccion de PCR mediante electroforesis en gel
de agarosa tefiido con bromuro de etidio como se muestra en Figura 11C. A partir de los resultados de PCR es muy
evidente que hay una reduccion de la cantidad de ARNm tanto de GAPDH (Paneles 1y 2) como de PGK 1 (Paneles
3y 4) en el método OLIGOTEX para el ARN total tanto intacto como fragmentado (Panel de OLIGOTEX, Carriles 2 y
4, respectivamente) en comparacion con las muestras sin sustraccion de ARNr (Panel de OLIGOTEX, Carriles 1y 3,
respectivamente), usando el Método ilustrativo (Panel del Método ilustrativo, Carriles 2 y 4). Ademas, el Método
ilustrativo no mostré ninguna pérdida significativa en las mismas secuencias de ARNm para el ARN total tanto
intacto como fragmentado (Panel del Método ilustrativo, Carriles 2 y 4, respectivamente) en comparacion con las
muestras sin sustraccion de ARNr (Panel del Método ilustrativo, Carriles 1 y 3, respectivamente). Ademas, las
regiones 5' tanto de GAPDH (Panel 1, Carril 4) como e PGK1 (Panel 3, Carril 4) para la muestra de ARN total
fragmentado se perdieron con el método OLIGOTEX (Panel de OLigotex), ya que la cola poly A ya no estaba
presente, pero no para el Método ilustrativo (Panel del Método ilustrativo, Carril 4 (Panel 1y 3), respectivamente). En
conjunto, estos resultados demuestran un claro beneficio del Método ilustrativo en comparacion con el método
OLIGOTEX.

[0165] Seguidamente, los cebadores de PCR especificos de las transcripciones de Poly A- y bimérficas (SEQ ID
NO:44:

5'-CACGTTTTCTCAGCTGCTTG y SEQ ID NO: 45: 5-TTCACCTTTTCATC CAAGGC para la transcripcién n.° 1,
SEQ ID NO: 46: 5-GTGTGGTGGTGTGTGCCTAT y SEQ ID NO: 47: 5-GAGACATGGTCTTGCTCCGT para la
transcripcion n.° 3, SEQ ID NO: 48: 5'-TAGCTCAGTGGTAGAGCGCA y SEQ ID NO: 49: 5'-GATTTGCTCAGCA
GCACGTA para la transcripcion n.° 15y SEQ ID NO: 50: 5-CACTTGGGGACACTTTCCAG y SEQ ID NO: 51: 5'-
TCAGGGAAAATGAGCCAATC para la transcripcion bimorfica n.° 5 (transcripciones Poly A- expresadas en
células de HelLa, Qingfa Wu et al (julio de 2008). Se usaron PLoS One (www seguido de
"plosone.org/article/info:doi/10.1371/journal.pone.0002803")) en PCR con los moldes de ADNc cebados
aleatorios (36, 22, 28 y 38 ciclos, respectivamente), y se analizé una parte alicuota de 5 pl de cada reaccién de
PCR mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio como se muestra en la Figura 11D.
A raiz de los resultados de la PCR, es muy evidente que las transcripciones poly A- y biomérficas ya no estaban
presentes tras el método de purificacion de ARNm OLIGOTEX para el ARN total intacto y fragmentado (Panel de
OLIGOTEX, Carriles 2 y 4, respectivamente) mientras que estas secuencias se mantuvieron tras la sustraccion
de ARNr usando el Método ilustrativo para el ARN total tanto intacto como fragmentado (Panel del Método
ilustrativo, Carril 2 y 4, respectivamente). Estos resultados sefialan otro beneficio claro de los métodos de
sustraccion del ARNr descritos en la presente solicitud para mantener un espectro mas amplio de transcripciones
que permitan una mejor representacion del contenido celular.

Ejemplo 12

Comparacion de la sustraccion del ARNr humano usando un Método ilustrativo de la presente invencion
frente al kit eucariota RiboMinus™ para ARN-Seq
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[0166] Se adquirié un kit (kit eucariota RiboMinus™ para ARN-Seq) que usa dos secuencias de oligonucleotido
conservadas para cada ARNr 28S, 18S, 5,8S y 5S para sustraer el correspondiente ARNr de las entradas de 2 ug -
10 yg de ARN total eucariota en InVitrogen (Burlington, ON) para compararlo con un método ilustrativo de la
presente invencion. Al usar ARN total fragmentado, primero se fragment6 el ARN total inicial en 1 x tampdn de
fragmentacion (Ambion, Austin, TX) a 65 °C durante 2 minutos. Se purificé el ARN total intacto o fragmentado
usando el procedimiento de limpieza de ARN ZYMO, se eluyé6 CON agua exenta de RNasa y se determind la
concentracion a una absorbancia de 260 nm usando un espectrofotdmetro. A continuacion, se usé una parte alicuota
igual (2,5 ug) de ARN total de Hela bien intacto o fragmentado en reacciones de sustraccion del ARNr usando el
Método ilustrativo para las muestras de ARN apropiadas o el kit eucariota RiboMinus™ para el método de ARN-Seq
exactamente segun lo descrito por el fabricante (InVitrogen). Para ambos métodos, se incluyeron reacciones de
control que representaban la ausencia de sustraccion del ARNr. Luego, se purificé cada muestra de ARN mediante
precipitacion en etanol y se volvio a suspender en 12 yl de agua exenta de RNasa. Se analiz6 el cincuenta por
ciento de cada muestra de ARN purificada mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio
como se muestra en la Figura 12A.

[0167] En la Figura 12A, los Carriles 1,2 y 3, 4 muestran la extraccion relativa de ARNr para el ARN total tanto
intacto como fragmentado usando el Método ilustrativo y el kit eucariota RiboMinus™ para el método de ARN-Seq.
Claramente, para las muestras de ARN total tanto intacto como fragmentado, las diferentes secuencias de ARNr se
retiraron visiblemente usando el Método ilustrativo (Método ilustrativo-Carriles 2 y 4), mientras que para el kit
eucariota RiboMinus™ para el método de ARN-Seq, solo el ARN total intacto mostré la reduccién de las secuencias
de ARNr (método RiboMinus™ - Carriles 2) en comparacion con las respectivas muestras sin sustraccion del ARNr
(Método ilustrativo - Carriles 1 y 3 y método RiboMinus™ - Carril 1). Parecia que solo hubo una reduccién minima de
la muestra de ARN total fragmentado con sustraccién de ARNr usando el kit eucariota RiboMinus™ para ARN-Seq a
juzgar por la intensidad de la tincién de bromuro de etidio (método RiboMinus™ - Carril 4) en comparacioén con la
muestra sin sustraccion de ARNr (método RiboMinus™ - Carril 3), probablemente debido al hecho de que esos
fragmentos ribosomales que no estan representados por las secuencias de oligonucleétidos de consenso del kit no
serian, por tanto, retirados.

[0168] Seguidamente, se convirtio el 50 % restante de cada muestra de ARN purificada en ADNc de primera
cadena en una reaccion de transcriptasa inversa convencional que contenia hexameros aleatorios, y se purificd
usando el kit de purificacién de PCR Qiaquick segun las recomendaciones del fabricante (Qiagen). Después, se us6
una parte alicuota de 5 pl de cada en reacciones de amplificacion por PCR separadas que contenian cebadores
especificos de las regiones 5'y 3' terminales de ARNr 28S (SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28 y SEQ
ID NO: 29) y 18S (SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 33), el ARNr 5,8S completo (SEQ
ID NO: 3y SEQ ID NO: 34) y el ARNr 5S completo (SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 35) durante 20 ciclos. Se analizé
una parte alicuota de 5 pl de cada reaccion de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro
de etidio como se muestra en la Figura 12B.

[0169] En la Figura 12B, los Carriles 2 y 4 muestran los resultados de la PCR para el ARNr 28S (Paneles 1y 2),
ARNr 18S (Panel 3 y 4), ARNr 5,8S (Panel 5) y ARNr 5S (Panel 6) para el ARN total de HelLa intacto y fragmentado,
respectivamente tras la sustraccion del ARNr usando el Método ilustrativo y el kit eucariota RiboMinus™ para el
método ARN-Seq. Las reacciones de control sin sustraccion correspondientes se muestran en los Carriles 1y 3. A
raiz de los resultados, es evidente que hay una excelente sustraccion global de las secuencias de ARNr 28S
(Paneles 1y 2) y ARNr 18S (Panel 3 y 4) contenidas en las muestras de ARN total tanto intacto como fragmentado
usando el Método ilustrativo (Panel del Método ilustrativo), pero no el kit eucariota RiboMinus™ para el método de
ARN-Seq (Panel de RiboMinus™). Sin embargo, ambos métodos mostraron una extraccion similar de las
secuencias de ARNr 5,8S (Panel 5) y 5S (Panel 6).

[0170] Ademas, se usaron los cebadores de PCR especificos de las regiones 5' y 3' terminales de ARNm de
GAPDH (SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38: 5-CACAAGAGGAAGAGAGAGA CCCTCA y SEQ ID NO:
39: 5-TTGATGGTACATGACAAG- GTGCGG) en la PCR (GAPDH: 24 ciclos) con los moldes de ADNc cebados
aleatorios, y se analizd una parte alicuota de 5 pl de cada reaccion de PCR mediante electroforesis en gel de
agarosa tefiido con bromuro de etidio como se muestra en Figura 12C. A partir de los resultados de PCR, es muy
evidente que hay una reduccion obvia de la cantidad de ARNm para GAPDH (Paneles 1 y 2) para ambos métodos
con el ARN total de Hela bien intacto o fragmentado (Carriles 2 y 4) en comparacion con las muestras sin
sustraccion de ARNr (Carriles 1y 3), respectivamente. En conjunto, estos resultados demuestran un claro beneficio
del Método ilustrativo en la extraccion de las secuencias de ARNr 18S y 28S independientemente del estado (intacto
o fragmentado) de la muestra de ARN total en comparacion con el kit eucariota RiboMinus™ para el método de
ARN-Seq. De hecho, incluso para la muestra de ARN total intacto, el Método ilustrativo parecia ser mas eficaz para
retirar las secuencias de ARNr 8S y 28S, probablemente debido, al menos en parte, al hecho de que hay
invariablemente cierto grado de ARNr fragmentado en incluso la muestra de ARN total mas intacto que no se
retiraria mediante el método RiboMinus™. De hecho, el kit eucariota RiboMinus™ para el método de ARN-Seq
establece claramente que este método requiere el uso de solo muestras de ARN total de alta calidad.

[0171] Seguidamente, se analizaron las muestras de ADNc cebadas aleatorias mediante QPCR de la siguiente
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manera: se diluyeron las muestras de ADNc con factor de dilucién de 2 a 10 en funcion de la cantidad inicial. A
continuacion, se afadio 1 yl de cada dilucion a 25 pl de reaccién gPCR que comprendia 1 x FS PreMix E (GREEN),
12,5 pmol de cebadores de PCR directo e inverso y 1 unidad de mezcla enzimatica FS. Las condiciones de ciclado
fueron de 98 °C durante 2 minutos, seguido de 40-45 ciclos a 98 °C durante 5 segundos, 60 °C durante 15 segundos
y 72 °C durante 30 segundos usando el iGycler Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA). Se usaron los siguientes pares de
cebadores de QPCR para las secuencias de ARNr 18S (SEQ. ID. NO. 30: SEQ. ID. NO. 31, SEQ. ID. NO. 52: 5'-
CTTAGAGGGACAAGTGGCG, SEQ. ID. NO. 53: 5-GTAGGGTAGGCACACGCTGA, SEQ. ID. NO. 54: 5'-
GAAACTTAAAGGAATTGACGGAAG, SEQ. ID. NO. 55: 5-GAATCGAGAAAGAGCTATCAATC, SEQ. ID. NO. 56: 5-
CGATTGGATGGTTTAGTGAGG y SEQ. ID. NO. 57: 5-CCTTGTTACGACTTTTACTTCCTCTAG), 28S (SEQ. ID.
NO. 58: 5-GCCGAAACGATCTCAACCTA, SEQ. ID. NO. 59: 5-CGCCAGTTCTGCTTACCAAA, SEQ. ID. NO. 60: 5'-
CGGACCAAGGAGTCTAACA, SEQ. ID. NO. 61: 5-CAGGCATAGTTCACCATCTTTCG, SEQ. ID. NO. 62: 5'-
GGAGAGGGTGTAAATCTCGC, SEQ. ID. NO. 63: 5-GCCGACTTCCCTTACCTACA, SEQ. ID. NO. 64: 5'-
GTGTCAGAAAAGTTACCACAGG, SEQ. ID. NO. 65: 5'-GGCGAATTCTGCTTCACAATGATAG, SEQ. ID. NO. 66: 5'-
GGGAGTAACTATGACTCTCTTAAGGT, SEQ. ID. NO. 67: 5-TTGGCTGTGGTTTCGCTGGAT, SEQ. ID. NO. 68: 5-
GTGAACAGCAGTTGAACATGG y SEQ. ID. NO. 69: 5-CTTCACAAAGAAAAGAGAACTCTCCC), 5,8S (SEQ. ID.
No. 70: 5'-CGACTCTTAGCGGTGGATCA y SEQ. ID. NO. 71: 5-AAGCGACGCTCAGACAG) y 5S (SEQ. ID.NO. 5y
SEQ. ID. NO. 72: 5-AAAGCCTACAGCACCCGGTATTC).

[0172] Los resultados de QPCR se muestran en la siguiente Tabla 2:

TABLA 2
Porcentaje de reduccion del ARN ribosomal
;%rggg:zz ?’2 Método ilustrativo Método RiboMinus™
QPCR ARN total de HelLa ARN total de HelLa ARN total de HelLa ARN total de HelLa
intacto (2,5 pg) fragmentado (2,5 pg) intacto (2,5 pg) fragmentado (2,5 pg)
;Ef)'s (nt100 - nt > 99,9 % > 99,9 % 93,30 % 50 %
:f?-gsg;t 1.544 - > 99,9 % > 99,9 % 97,10 % 81,10 %
e LR (227) >99,9 % >99,9 % 96,40 % 34 %
jeSTaRd (357) >99,9 % >99,9 % 97,40 % 88,30 %
285 1353%’;)(“ 17481 5 999% >99,9 % 85,60 % 0 %
o
288 1“53%)(“ 13241 59999 99,60 % 92,80 % 90,50 %
4218384'1':?/2511(2;6) >99,9 % >99,9 % 93,80 % 78,20 %
' o
P z(aTs) > 99,9 % > 99,9 % 92,80 % 29,30 %
e ?/232(250) >99.9 % >99.9 % 83,50 % 0%
285 FaTRe ggﬂ >99.9 % >99.9 % 82,30 % 0%
5,85 (nt 1 - nt 157) > 99,9 % > 99,9 % 99,40 % 99,60 %
5S (nt 1- nt 121) 96,80 % 97,80 % 91,80 % 88,90 %

[0173] Claramente, a partir de los resultados de la Tabla 2, el método ilustrativo fue significativamente mas eficaz
en la extraccion de todas las secuencias de ARN ribosomal independientemente de los conjuntos de cebadores

25 usados para las secuencias de ARNr tanto 28S como 18S con ARN total bien intacto o fragmentado. Sin embargo,

para el método RiboMinus™ con el ARN fragmentado, hubo poca o ninguna sustraccion ribosomal en funcion de la
ubicacion de los diferentes juegos de cebadores para las secuencias de ARNr tanto 28S como 188S.
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Ejemplo 13

Reduccion significativa del fondo de ARNr y mejora de las lecturas cartografiables de manera unica usando
el método de extraccion del ARNr desvelado en el presente documento en comparacion con el método
RiboMinus™

[0174] Se trataron ARN de referencia humanos universales (UHRR) intactos y parcialmente fragmentados (2 x 2,5
Mg de cada) bien con el método que se describe en el Ejemplo 9 anterior o con el kit eucariota RiboMinus™ para el
método de extraccion de ARNr ARN-Seq. Se agruparon las respectivas muestras empobrecidas en ARNr y, para
cada una, se prepararon bibliotecas de ARN-Seq lllumina por triplicado usando ARN empobrecido en ARNr del
equivalente de 1 pg de ARN total. Se agruparon las réplicas de las respectivas bibliotecas de ARN-Seq y se realizé
la secuenciacion usando el secuenciador de nueva generacion de GAllx lllumina® con lecturas de 36 nt. Los datos
se analizaron usando el modulo de ARN Pipeline Eland de lllumina y el software Casava, asi como el software
TopHat para cartografiar las uniones de <corte y empalme (véase htip:// seguido de
"tophat.cbcb.umd.edu/index.html"). Los resultados de la cartografia mostraron que el fondo de ARNr se redujo
significativamente mediante los métodos descritos en el Ejemplo 9 en comparacion con el método RiboMinus™
(véase la siguiente Tabla 3). Ademas, las secuencias cartografiables de forma Unica que no incluian secuencias de
ARNr se aumentaron significativamente (Tabla 3) en la muestra tratada con los métodos como se describe en el
Ejemplo 9 en comparacion con RiboMinus™. Ademas, para las muestras fragmentadas, los métodos del Ejemplo 9

superaron considerablemente el kit competitivo, tanto en términos de reduccién del fondo de ARNr como en la
mejora de las secuencias cartografiables de forma tnica (Tabla 3).
TABLA 3
y — 5 - -
Muestra de ARN total Método de extraccion de % de fondo de ARNF % de secuencias c'arFograflabIes de
ARNr forma Unica
UHRR intacto Ejemplo 9 1,4 % 58,1 %
UHRR intacto RiboMinus™ 18,4 % 51,4 %
UHRR fragmentado Ejemplo 9 21 % 59,6 %
UHRR fragmentado RiboMinus™ 63,3 % 24,6 %

La Tabla 3 muestra que los métodos de extraccion de ARNr descritos en Ejemplo 9 reducen significativamente el
fondo de ARNr y mejoran los resultados de ARN-Seq. Se traté ARN de referencia humano universal (UHRR) intacto
y parcialmente fragmentado bien con el método del Ejemplo 9 o con el kit comercial (método RiboMinus™). A
continuacién se usaron los ARN empobrecidos en ARNr para preparar librerias de ARN-Seq que se secuenciaran en
un secuenciador de GAlIx lllumina®.

Ejemplo 14
Ejemplo profético de extraccion de ARNr vegetal

[0175] Las plantas, en general, comprenden secuencias de ARNr correspondientes a origenes cloroplastico,
mitocondrial y nuclear. Para el origen cloroplastico, el ARNr comprende secuencias 23S, 16S, 5S y 4,5S (por
ejemplo, Arabidopsis thaliana; n.° de acceso AP000423.1); para el origen mitocondrial, el ARNr comprende
secuencias 18S y 5S (por ejemplo, Arabidopsis thaliana; n.° de acceso Y08501.2) y para el origen nuclear, el ARNr
comprende secuencias 25/26S, 17/18S y 5,8S (por ejemplo, Arabidopsis thaliana; AC006837.16). Se podrian
sintetizar moldes de PCR correspondientes a cada secuencia de ARNr vegetal (en su totalidad o en parte), asi como
las respectivas secuencias de ARNr biotinilado como se describe en el Ejemplo 1 para E. coli.

[0176] A continuacién, se podria mezclar el respectivo antisentido biotinilado ya sea en una sola proporcién o en
varias proporciones diferentes con el fin de retirar de manera eficaz todas las secuencias de ARNr de los diferentes
tejidos vegetales (por ejemplo, hoja, raiz, tallo etc.) donde se sabe que las representaciones de los diferentes ARNr
estan presentes en cantidades variables que dependen sobre todo del contenido del cloroplasto. Se contempla que
las diversas secuencias de ARNr vegetal se retiraran eficazmente de manera similar a la descrita para secuencias
de ARNr humanas y de E. coli como en los Ejemplos 5-12 del presente documento.

[0177] Diversas modificaciones de la invencion, ademas de las descritas en el presente documento, seran
evidentes para los expertos en la materia a partir de la descripcion anterior. Dichas modificaciones también estan
destinadas a pertenecer al alcance de las reivindicaciones adjuntas.

En los siguientes parrafos, se destacan las realizaciones preferidas.

Realizaciones
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[0178]
1. Un método de generacion de una muestra empobrecida en ARNr de una muestra inicial que comprende:
a) proporcionar:

i) una muestra inicial que comprende moléculas de ARN derivadas de al menos un organismo o una especie
eucariota, en la que dichas moléculas de ARN comprenden moléculas de ARNr y moléculas de ARN distinto
del ARNr;

ii) una composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido complementarias a esencialmente la
totalidad de la secuencia de al menos una molécula de ARNr seleccionada del grupo que consiste en:
moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S, y moléculas de ARNr
mitocondrial eucariota 12S y 16S, en la que dichas moléculas de ARNr antisentido comprenden marcadores
de afinidad en una proporciéon de al menos un marcador de afinidad por cada 10 nucleobases de dichas
moléculas de ARNr antisentido; y

iii) una matriz de unién que comprende moléculas de unién a marcadores de afinidad;

b) poner en contacto dicha muestra inicial con dicha composicion que comprende las moléculas de ARNr
antisentido en condiciones que permitan que al menos parte de dichas moléculas de ARNr antisentido marcadas
por afinidad y al menos parte de dichas moléculas de ARNr formen hibridos de ARNr bicatenarios, generando asi
una muestra tratada;

c) poner en contacto dicha muestra tratada con dicha matriz de unién en condiciones que permitan que la
proporciéon de dichas moléculas de unidon a marcadores de afinidad con respecto a dichos marcadores de
afinidad presentes en las moléculas de ARNr antisentido usadas en la etapa b) sea de al menos de 8 con
respecto a 1, de modo que al menos una parte de dichos hibridos de ARNr bicatenarios se una a dicha matriz de
union y se retire de dicha muestra tratada, generando asi una muestra empobrecida en ARNr, en la que dicha
muestra empobrecida en ARNr comprende al menos una parte de dichas moléculas de ARN distinto del ARNr
presentes en dicha muestra inicial y estd esencialmente empobrecida o exenta de moléculas de ARNr que
presentan las secuencias mostradas por dicha al menos una molécula de ARNr.

2. El método del Parrafo 1, en el que dicho al menos un organismo o especie eucariota se selecciona del grupo que
consiste en un organismo o especie humana, animal, vegetal o fungica.

3. El método del Parrafo 2, en el que dichas moléculas de ARN de dicha muestra inicial y dicha al menos una
molécula de ARNr se obtienen del mismo organismo o especie eucariota.

4. El método del Parrafo 1, en el que dichas moléculas de ARN proceden de un primer organismo o especie
eucariota, y en el que dicha al menos una molécula de ARNr procede de un segundo organismo o especie eucariota.

5. El método del Parrafo 4, en el que uno de dicho primer o segundo organismo o especie es Homo sapiens, y en el
que el otro de dicho primer o segundo organismo o especie es un mamifero no humano.

6. El método de cualquiera de los Parrafos 1-5, en el que dichos marcadores de afinidad se asocian con al menos
una nucleobase seleccionada del grupo que consiste en: adenina (A), citosina (C), guanina (G) y uracilo (U); y en el
que dichos marcadores de afinidad estan presentes en dichas moléculas de ARNr antisentido en una proporcién de
al menos un marcador de afinidad por cada 8 nucleobases de dichas moléculas de ARNr antisentido; y/o en el que la
proporcion de dichas moléculas de unién a marcadores de afinidad con respecto a dichos marcadores de afinidad
durante dicho contacto de la etapa b) es de al menos 10 con respecto a 1.

7. El método de cualquiera de los Parrafos 1-6, en el que el nimero de las moléculas que presentan la secuencia de
dicha al menos una molécula de ARNr de dicha muestra empobrecida en ARNr esta empobrecido en un 99,0 % en
comparacién con el nimero de moléculas que presentan la secuencia de dicha al menos una molécula de ARNr de
dicha muestra inicial.

8. El método de cualquiera de los Parrafos 1-7, en el que dicha al menos una molécula de ARNr incluye bien tanto
dichas moléculas de ARNr 28S como dichas moléculas de ARNr 18S, o tanto dichas moléculas de ARNr 25S o 26S
y dichas moléculas de ARNr 16S.

9. El método de cualquiera de los Parrafos 1-8, en el que dicha al menos una molécula de ARNr incluye ademas
tanto dichas moléculas de ARNr 5,8S como dichas moléculas de ARNr 5S, y/o en el que dicha al menos una
molécula de ARNr incluye ademas dichas moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S como 16S, y/o en el que
dicha al menos una molécula de ARNr se selecciona ademas del grupo que consiste en moléculas de ARNr
cloroplastico eucariota 16S, 23S, 4,5S y 5S.

10. El método de cualquiera de los Parrafos 1-9, en el que dicha muestra inicial que comprende moléculas de ARN
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derivadas de un organismo o especie eucariota comprende ademas moléculas de ARN derivadas de al menos una
especie procariota, en el que dichas moléculas de ARN procariota comprenden moléculas de ARNr y moléculas de
ARN distinto del ARNr, y en el que dicho método comprende:

proporcionar una composicion que comprende ademas moléculas de ARNr antisentido marcadas por afinidad
complementarias a esencialmente la totalidad de la secuencia de al menos una molécula de ARNr seleccionada
del grupo que consiste en las moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S; y

poner en contacto dicha muestra inicial con dicha composicion que comprende ademas moléculas de ARNr
antisentido procariota marcadas por afinidad en condiciones que permitan que al menos parte de las moléculas
de ARNr antisentido marcadas por afinidad y al menos parte de dichas moléculas de ARNr procariota formen
hibridos de ARNr bicatenarios, generando asi una muestra tratada; y

poner en contacto dicha muestra tratada con dicha matriz de unién de la etapa c) en condiciones en las que
dicha muestra empobrecida en ARNr también comprende al menos una parte de dichas moléculas de ARN
procariota distinto de ARNr presentes en dicha muestra inicial y esta esencialmente empobrecida o exenta de
moléculas de ARNr procariota que presentan secuencias presentadas por dicha al menos una molécula de ARNr
procariota.

11. El método de cualquiera de los Parrafos 1-10, en el que al menos una parte de dichas moléculas de ARN de
dicha muestra inicial estan fragmentadas.

12. El método de cualquiera de los Parrafos 1-11, en el que dichas moléculas de ARN de dicha muestra inicial
comprenden ARN extraido, aislado o purificado de una fuente seleccionada del grupo que consiste en: una muestra
de tejido, una muestra celular, una muestra embebida en parafina, una muestra fijada con formalina y embebida en
parafina (FFPE), y una muestra medioambiental que consiste en suelo, agua, medio de crecimiento, o un fluido
bioldgico o una muestra biolégica.

13. El método de cualquiera de los Parrafos 1-12, en el que dichas condiciones de la etapa b) comprenden incubar
en presencia de un tampoén de hibridacion a una temperatura de aproximadamente 60-75 °C durante un primer
periodo de tiempo e incubar a aproximadamente la temperatura ambiente durante un segundo periodo de tiempo, y
en el que dicha matriz de unién de la etapa c) comprende una pluralidad de particulas individuales o una columna de
union, y en el que dichas condiciones de la etapa c) incluyen al menos el mezclado ocasional a temperatura
ambiente y/o a 35-60 °C.

14. El método de cualquiera de los Parrafos 1-13, en el que el marcador de afinidad comprende biotina.

15. Una composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido complementarias a esencialmente la totalidad
de la secuencia presentada por al menos una molécula de ARNr seleccionada del grupo que consiste en moléculas
de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 188S, 5,8S y 5S, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y
16S, moléculas de ARNr cloroplastico eucariota 16S, 23S, 4,5S y 5S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y
58, en la que dichas moléculas de ARNr antisentido comprenden marcadores de afinidad en una proporciéon de al
menos un marcador de afinidad por cada 10 nucleobases de dichas moléculas de ARNr antisentido, o en la que
dichas moléculas de ARNr antisentido comprenden marcadores de afinidad en una proporcién de al menos un
marcador de afinidad por cada 8 nucleobases de dichas moléculas de ARNr antisentido.

16. La composicion del Parrafo 15, en la que dichas moléculas de ARNr antisentido comprenden multiples moléculas
de ARNFr antisentido diferentes complementarias a moléculas de ARNr seleccionadas de los grupos que consisten
en: al menos cuatro moléculas de ARNr seleccionadas entre moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S,
28S, 18S, 5,8S y 5S; dos moléculas de ARNr que consisten en moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y
16S; cuatro moléculas de ARNr que consisten en moléculas de ARNTr cloroplastico eucariota 16S, 23S, 4,5S y 5S; y
tres moléculas de ARNr que consisten en moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S.

17. La composicién de cualquiera de los Parrafos 15 o 16 que comprende ademas moléculas de ARN derivadas de
al menos un organismo o una especie, en la que dichas moléculas de ARN comprenden moléculas de ARNr y
moléculas de ARN distinto del ARNr, en la que al menos parte de dichas moléculas de ARNr antisentido marcadas
por afinidad de dicha composiciéon estan presentes como hibridos bicatenarios con al menos parte de dichas
moléculas de ARNTr.

18. La composicion del Parrafo 17, en el que dichas moléculas de ARN comprenden moléculas de ARN derivadas
de multiples organismos o especies.

19. La composicién del Parrafo 17 o 18, que comprende ademas una matriz de unién que comprende moléculas de
unién a marcadores de afinidad, en la que la proporcién de dichas moléculas de unién a marcadores de afinidad con
respecto a dichos marcadores de afinidad presentes en las moléculas de ARNr antisentido usadas en la etapa b) es
de al menos 8 con respecto a 1, o en la que la proporcién de dichas moléculas de unién a marcadores de afinidad
con respecto a dichos marcadores de afinidad presentes en las moléculas de ARNr antisentido usadas en la etapa
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b) es de al menos 10 con respecto a 1.

20. Una composicion que comprende una muestra empobrecida en ARNr que comprende moléculas de ARN distinto
del ARNr, en la que, en comparacién con una muestra que no esta empobrecida en ARNr, dicha composicién esta
sustancialmente exenta de moléculas de ARNr que presentan la secuencia de al menos una molécula de ARNr
seleccionada del grupo que consiste en: moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y
58, moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S, moléculas de ARNr cloroplastico eucariota 16S, 23S, 4,5S
y 5S, y moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende moléculas de ARNr antisentido, en la que dichas moléculas de ARNr antisentido
comprenden multiples moléculas de ARNr antisentido diferentes complementarias a sustancialmente la totalidad de
las secuencias presentadas por moléculas de ARNr seleccionadas de los grupos que consisten en: al menos cuatro
moléculas de ARNr seleccionadas entre moléculas de ARNr citoplasmatico eucariota 25S, 26S, 28S, 18S, 5,8S y 5S;
dos moléculas de ARNr que consisten en moléculas de ARNr mitocondrial eucariota 12S y 16S; cuatro moléculas de
ARNr que consisten en moléculas de ARNTr cloroplastico eucariota 16S, 23S, 4,5S y 5S; y tres moléculas de ARNr
que consisten en moléculas de ARNr procariota 23S, 16S y 5S; donde dichas moléculas de ARNr antisentido
comprenden marcadores de afinidad en una proporcién de al menos un marcador de afinidad por cada 10
nucleobases de dichas moléculas de ARNr antisentido, o donde dichas moléculas de ARNr antisentido comprenden
marcadores de afinidad en una proporcién de al menos un marcador de afinidad por cada 8 nucleobases de dichas
moléculas de ARNr antisentido.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en donde el marcador de afinidad comprende biotina.

3. La composicioén de cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, que comprende ademas moléculas de ARN derivadas
de al menos un organismo o una especie, donde dichas moléculas de ARN comprenden moléculas de ARNr y
moléculas de ARN distinto del ARNr, donde al menos parte de dichas moléculas de ARNr antisentido marcadas por
afinidad de dicha composicion estan presentes como hibridos bicatenarios con al menos parte de dichas moléculas
de ARNr.

4. La composicion de la reivindicacion 3, que comprende ademas una matriz de unién que comprende moléculas de
unién a marcadores de afinidad, en la que la proporcién de dichas moléculas de unién a marcadores de afinidad con
respecto a dichos marcadores de afinidad presentes en las moléculas de ARNr antisentido es de al menos 8 a 1, o
donde la proporcion de dichas moléculas de unién a marcadores de afinidad con respecto a dichos marcadores de
afinidad presentes en las moléculas de ARNr antisentido es de al menos 10 a 1.

5. Un método de generacion de una muestra empobrecida en ARNr a partir de una muestra inicial que comprende:
a) proporcionar:

i) una muestra inicial que comprende moléculas de ARN derivadas de al menos un organismo o una especie
eucariota, donde dichas moléculas de ARN comprenden moléculas de ARNr y moléculas de ARN distinto del
ARNr;

ii) una composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-3; y

iii) una matriz de unién que comprende moléculas de unién a marcadores de afinidad;

b) poner en contacto dicha muestra inicial con dicha composicion que comprende las moléculas de ARNr
antisentido en condiciones que permiten que al menos parte de dichas moléculas de ARNr antisentido marcadas
por afinidad y al menos parte de dichas moléculas de ARNr forman hibridos de ARNTr bicatenarios, generando asi
una muestra tratada;

c) poner en contacto dicha muestra tratada con dicha matriz de unién en condiciones en las que la proporcion de
dichas moléculas de unién a marcadores de afinidad con respecto a dichos marcadores de afinidad presentes en
las moléculas de ARNr antisentido usadas en la etapa b) es de al menos 8 a 1, de modo que al menos una parte
de dichos hibridos de ARNTr bicatenarios se une a dicha matriz de unién y se retiran de dicha muestra tratada,
generando asi una muestra empobrecida en ARNr, donde dicha muestra empobrecida en ARNr comprende al
menos una parte de dichas moléculas de ARN distinto del ARNr presentes en dicha muestra inicial y esta
sustancialmente empobrecida o libre de moléculas de ARNr que presentan las secuencias mostradas por dicha
al menos una molécula de ARNT.

6. El método de la reivindicacion 5, donde dicho al menos un organismo o especie eucariota se selecciona del grupo
que consiste en un organismo o especie humana, animal, vegetal o fungica.

7. El método de la reivindicacion 6, donde dichas moléculas de ARN de dicha muestra inicial y dicha al menos una
molécula de ARNr se obtienen del mismo organismo o especie eucariota, o en el que dichas moléculas de ARN
proceden de un primer organismo o especie eucariota, y en el que dicha al menos una molécula de ARNr procede
de un segundo organismo o especie eucariota.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5-7, donde dichos marcadores de afinidad se asocian con al
menos una nucleobase seleccionada del grupo que consiste en: adenina (A), citosina (C), guanina (G) y uracilo (U);

y

donde dichos marcadores de afinidad estan presentes en dichas moléculas de ARNr antisentido en una proporcién
de al menos un marcador de afinidad por cada 8 nucleobases de dichas moléculas de ARNr antisentido; y/o

en el que la proporcién de dichas moléculas de unién a marcadores de afinidad con respecto a dichos marcadores
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de afinidad durante dicho contacto de la etapa b) es de al menos 10 a 1.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5-8, donde el nimero de moléculas que presentan la secuencia
de dicha al menos una molécula de ARNr en dicha muestra empobrecida en ARNr esta empobrecido en un 99,0 %
en comparacion con el numero de moléculas que presentan la secuencia de dicha al menos una molécula de ARNr
de dicha muestra inicial.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5-9, donde dichas moléculas de ARN en dicha muestra inicial
comprenden ARN extraido, aislado o purificado de una fuente seleccionada del grupo que consiste en: una muestra
de tejido, una muestra celular, una muestra embebida en parafina, una muestra fijada con formalina y embebida en
parafina (FFPE), y una muestra medioambiental que consiste en suelo, agua, medio de crecimiento, o un fluido
bioldgico o una muestra biolégica.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5-10, donde dichas condiciones de la etapa b) comprenden
incubar en presencia de un tampoén de hibridaciéon a una temperatura de aproximadamente 60-75 °C durante un
primer periodo de tiempo e incubar a aproximadamente la temperatura ambiente durante un segundo periodo de
tiempo, y donde dicha matriz de union de la etapa c) comprende una pluralidad de particulas individuales o una
columna de unién, y en el que dichas condiciones de la etapa c) incluyen al menos el mezclado ocasional a
temperatura ambiente y/o a 35-60 °C.

12. Kit que comprende:

a) la composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1-3; y

b) una matriz de unién que comprende moléculas de unidon a marcadores de afinidad, donde la proporcion de
dichas moléculas de unién a marcadores de afinidad con respecto a dichos marcadores de afinidad presentes en
las moléculas de ARNr antisentido es de al menos 8 a 1, o donde la proporcién de dichas moléculas de unién a
marcadores de afinidad con respecto a dichos marcadores de afinidad presentes en las moléculas de ARNr
antisentido es de al menos 10 a 1, y donde la matriz de unién comprende una pluralidad de particulas
individuales seleccionadas entre nanoparticulas, particulas magnéticas o una pluralidad de perlas tales como
perlas macroporosas;

donde el kit opcionalmente comprende ademas:

c) un tampodn de hibridacion;

d) una solucién de lavado;

€) glucogeno;

f) acetato de sodio;

g) agua libre de RNAsz3;

h) inhibidor de RNAsa;

i) una solucién de resuspension de la matriz de union;

j) una muestra control que comprende ARN total de una muestra celular o tisular; y/o
k) un reactivo de purificacion de ARN total.
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FIGURA 1A
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FIGURA 1B
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FIGURA 1C
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FIGURA 2A
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FIGURA 2B
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FIGURA 3A
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FIGURA 3B

66



ES 257327713

FIGURA 3C
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FIGURA 4

s— ARNr 23S

«— ARNr 168

68



ES 257327713

FIGURA S
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FIGURA 6A

70



ES 257327713

FIGURA 6B
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FIGURA 6C
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FIGURA 7A
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| FIGURAT7B
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FIGURA 8
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FIGURA 9A
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FIGURA 9B
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FIGURA 10A
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FIGURA 10B
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FIGURA 11A
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FIGURA 11B

ilustrativo

2 | Método

M 1

w
B
[

ey

7 I

1. 2855 §

2.285 3 &

4.188 3

5.5.85

6.55

81



ES 257327713

FIGURA 11C
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FIGURA 11D
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FIGURA 12A
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FIGURA 12B
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