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DESCRIPCION
Caracterizacion optica de ADN y/o ARN
Campo de la invencion

La invencion se refiere al campo de deteccion y/o caracterizacion de ADN/ARN. Mas particularmente, se refiere a
procedimientos y sistemas para la deteccion y/o caracterizacion de muestras que contienen ADN y/o ARN a través de
mediciones épticas de muestras, tales como mediciones de absorcion o transmision.

Antecedentes de la invenciéon

La caracterizacion de las muestras se utiliza en una amplia variedad de aplicaciones, tales como por ejemplo en el
campo de la biologia, la biotecnologia, la quimica y para fines clinicos y médicos. Una clase cada vez mas popular de
muestras que es necesario caracterizar son muestras que contienen ADN y/o ARN.

Aunque existen numerosas técnicas de analisis para la calificacion y cuantificacion de muestras, solo unas pocas
técnicas de analisis son tan simples de realizar, rapidas y precisas como la espectrofotometria. Un ejemplo de
espectrofotometria es la espectroscopia de absorbancia UV-VIS. Durante dichos experimentos, las muestras se
irradian con radiacion UV-VIS de diferentes longitudes de onda, se detecta la radiacion que queda después del paso
a través de la muestra y se determina la absorbancia en diferentes longitudes de onda. Como los componentes
particulares mostraran una absorbancia especifica a longitudes de onda concretas, dicho perfil de absorbancia
especifico se puede usar como huella digital que, al compararla con espectros de referencia, permita identificar los
componentes. Cuando se estudian muestras mas complejas, las caracteristicas de absorbancia en el espectro pueden
superponerse significativamente, haciendo la interpretaciéon de espectros sustancialmente mas dificil.

Para obtener las muestras adecuadas que se caracterizaran por espectroscopia UV-VIS, actualmente, a menudo se
utilizan diferentes tipos de procedimientos de extraccion. Estos procedimientos de extraccion de ADN y/o ARN utilizan
diferentes reactivos y, en particular, los diluyentes finales pueden diferir significativamente en la composicion y/o en la
capacidad de tamponamiento de las muestras «estandar». El diluyente tipicamente se optimiza especificamente para
un rendimiento 6ptimo en un procedimiento de extraccion. Estos diferentes reactivos y diluyentes que se usan para
extraer la muestra apropiada que contiene acido nucleico tipicamente influyen considerablemente en las condiciones
finales de estas muestras, lo que se traduce en condiciones variables generalmente desconocidas. Como estas
condiciones variables desconocidas pueden influir considerablemente en los resultados de la caracterizacion, es
preciso que estas condiciones se tengan en cuenta o se compensen. Especialmente si se requiere una cuantificacion
precisa y un analisis espectral con niveles bajos de acidos nucleicos, es preciso tener en cuenta estas condiciones
variables, ya que en estos casos la condicion quimica en la que se realiza la medicién tiene un impacto significativo
en la caracterizaciéon espectroscopica UV-VIS.

Una solucion que se exploté en el pasado fue la dilucion de la muestra con una solucion tampon adecuada para dar,
mas o menos, condiciones estandar. Sin embargo, esto tipicamente introducira una etapa adicional (reduciendo la
comodidad del analisis y el rendimiento del mismo). Lo que es mas importante, esto puede introducir errores de
dilucion.

En otras soluciones, se ignord la influencia de las condiciones de tamponamiento en la caracterizacion espectral, lo
que dio lugar a una cuantificacion inexacta del contenido de ADN y/o ARN de las muestras, haciendo de este modo la
técnica por ahora menos fiable para la caracterizacion de muestras que contienen ADN y/o ARN. Montoye describe
en «Specific RNA quantification using cDrop: Comparison with UV absorbance, the Ribogreen fluorescent assay and
the Agilent Bioanalyser» un procedimiento, sistema y programa informatico para determinar la cantidad de ARN en
una mezcla de ADN y ARN usando la espectroscopia UV-VIS.

Montoye T. et al. describen en «Specific dsDNA quantification - UV/VIS-based cDrop method vs. Picogreen fluorescent
assay» tener en cuenta las soluciones tampon para cuantificar el ADNbc. Cuando las soluciones tampdn parecen
tener absorbancia UV intrinseca se incluye, entonces, un espectro de referencia especifico en la lista de referencias.

Resumen de la invencion

Es un objetivo de los modos de realizacién de la presente invencion proporcionar buenos procedimientos y sistemas
para analizar muestras que contienen ADN y/o ARN.

Es una ventaja de los modos de realizacion de acuerdo con la presente invencion que se pueda realizar una
cuantificacion precisa de ADN y/o ARN, independientemente de las condiciones de tamponamiento.

Es una ventaja de los modos de realizaciéon de acuerdo con la presente invencién que la cuantificacion de ADN y/o
ARN se pueda realizar de tal manera que dependa menos o no dependa de las condiciones de la muestra en las que
esta presente el ADN y/o ARN.
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Es una ventaja de los modos de realizaciéon de acuerdo con la presente invencién que la cuantificacion de ADN y/o
ARN se pueda realizar de tal manera que dependa menos o no dependa de las concentraciones de las soluciones
tampon y/o las concentraciones de sal de la muestra en la que esta presente el ADN y/o ARN.

Es una ventaja de los modos de realizacién de acuerdo con la presente invencion que la cuantificacion de ADN y/o
ARN pueda realizarse sin necesidad de llevarlos a condiciones adecuadas durante la carga o manipulacién de la
muestra, por ejemplo, evitando que se realicen etapas adicionales durante dicha carga o manipulacion.

Es una ventaja de los modos de realizacién de acuerdo con la presente invencion que la compensacion de los efectos
de las condiciones de tamponamiento para el tamponamiento del ADN y/o ARN durante la preparacion de la muestra
se pueda realizar automaticamente y/o de forma automatizada.

Es una ventaja de los modos de realizacion de acuerdo con la presente invencion que se pueden proporcionar
procedimientos y sistemas en los que la compensacion de los efectos de las condiciones de tamponamiento pueda
realizarse mediante procesamiento posterior del espectro UV-VIS obtenido, lo que se traduce en resultados precisos
sin necesidad de controlar las condiciones de las soluciones tampdn, por ejemplo, los efectos de las sales, de la
muestra que contiene ADN y/o ARN.

Las técnicas de cuantificacion basada en UV-Vis tradicionalmente distinguen ADN y ARN basandose en la relacion de
la absorcién a 260 nm con respecto a la absorcién a 280 nm. Sin embargo, el efecto de las soluciones tampén y/o
sales sobre esta relacion puede dar lugar a una evolucion de la relacion A260/A280 para el ARN de 2,05 a menos de
1,8, un valor que se acepta como indicativo de ADN puro. Para modos de realizacién, de acuerdo con la presente
invencion, se descubrid sorprendentemente que el uso de un procedimiento y/o sistema que tenga en cuenta la
deformacion espectral debida a los efectos de las soluciones tampon y/o las sales permite distinguir correctamente
ARN y ADN en mezclas en condiciones variables. El objetivo anterior se consigue mediante un procedimiento y un
dispositivo de acuerdo con la presente invencion. La presente invencion se refiere a un procedimiento para caracterizar
una muestra que comprende al menos ADN y/o ARN, comprendiendo el procedimiento la obtencidon de una medicion
espectroscopica UV-VIS de la muestra que comprende al menos ADN y/o ARN, y la cuantificacién de una cantidad de
ADN y/o ARN o la determinacion de una relacion de ADN con respecto a ARN presente en la muestra, teniendo en
cuenta un efecto de las soluciones tampon y/o sales en la medicidn espectroscépica UV-VIS independientemente del
contenido real de solucién tampén y sal de la muestra, basandose en datos espectrales de referencia que incluyen
informacion espectral para efectos de las soluciones tampdn y/o sales. Es una ventaja de los modos de realizacion de
acuerdo con la presente invencion que se puede obtener una compensacion de efectos no deseados de las soluciones
tampon y/o sales sobre los datos de medicion espectroscopica UV-VIS de ARN y/o ADN, basandose en datos
espectrales de referencia y basandose en la medicién espectroscopica UV-VIS, independientemente de la
concentracion de soluciones tampén y/o de sal, y de forma automatizada y/o automatica.

El procedimiento, asimismo, puede comprender la recuperacién de dichos datos espectrales de referencia que
incluyen informacion espectral de las contribuciones de las soluciones tampdn y/o sales desde una memoria. Es una
ventaja de los modos de realizacion que los datos espectrales de referencia que incluyen informacion espectral de las
contribuciones de las soluciones tampon y/o sales puedan almacenarse, de manera que para un tipo de instrumento
espectroscépico particular, la técnica para tener en cuenta contribuciones de las soluciones tampén y/o sales puede
implementarse de una manera basada en un programa informatico, sin la necesidad de medicion continua o de ajustar
el tamponamiento de las muestras, antes de la medicion.

La determinacion de un ADN y/o ARN presentes puede comprender el uso de datos de referencia representativos de
los datos del espectrofotémetro UV-VIS para al menos dos muestras que comprendan contenido de ADN y/o ARN y
que tengan un contenido distinto de soluciones tampon y/o sal. En otras palabras, los datos espectrales de referencia
que incluyen informacion espectral de efectos de las soluciones tampén y/o sales son o se basan en datos de
referencia representativos de datos del espectrofotémetro UV-VIS para al menos dos muestras que comprendan
contenido de ADN y/o ARN y que tengan contenido distinto de solucion tampén y/o sal.

Al menos parte de los datos espectrales de referencia que incluyen informacién espectral de los efectos de las
soluciones tampédn y/o sales puede determinarse basandose en un procedimiento que comprende obtener informacion
previa relativa al contenido de ADN y/o ARN y el contenido de solucion tampon y/o sal para una pluralidad de muestras
que tienen diferente contenido de soluciones tampon y/o sales, obtener datos del espectrofotéometro UV-VIS para
dichas muestras, definir un nimero de componentes coincidentes que contribuyan a los datos del espectrofotdémetro
UV-VIS, comprendiendo el numero de componentes coincidentes uno o mas componentes asignados a constituyentes
de ARN y/o de ADN de esa una o mas muestras y comprendiendo el nimero de componentes coincidentes al menos
un componente que no puede asignarse a constituyentes conocidos de esa una o mas muestras y que se considera
representativo de efectos de los efectos de las soluciones tampén y/o sales sobre las contribuciones espectrales de
ARN y/o ADN, y utilizando la informacion previa de esa una o mas muestras relativa a sus constituyentes y utilizando
los datos del espectrofotometro UV-VIS, estimar la composicidon de los constituyentes y las contribuciones de los
componentes a los datos del espectrofotometro UV-VIS correspondientes al nimero de componentes de esa una o
mas muestras minimizando un residuo entre los datos del espectrofotémetro UV-VIS y un ajuste basado en dicha
composicion de los constituyentes y dichas contribuciones de los componentes, obteniéndose por lo tanto informacién
relativa a uno o mas componentes asignados a los constituyentes conocidos de esa una o mas muestras y relativa a
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al menos un componente que no puede asignarse a los constituyentes conocidos de esa una o mas muestras y que
se considera representativo de los efectos de los efectos de los las soluciones tampén y/o sales sobre las
contribuciones espectrales de ARN y/o ADN. Es una ventaja de los modos de realizacion de acuerdo con la presente
invencién que un procedimiento para derivar los datos espectrales de referencia que incluyen informacién espectral
de efectos de las soluciones tampén y/o sales pueda determinarse usando un algoritmo particular, que se traduce en
una manera estandar para determinar dicha informacion.

Al menos parte de los datos espectrales de referencia que incluyen informacion espectral de efectos de las soluciones
tampdén y/o sales puede determinarse a partir de un procedimiento que comprende obtener datos del
espectrofotometro UV-VIS de al menos dos muestras que comprenden contenido de ADN y/o ARN y que tienen distinto
contenido de soluciones tampén y/o sales, determinar un espectro de diferencia basado en los datos del
espectrofotdmetro UV-VIS para esas al menos dos muestras y determinar al menos parte de los datos espectrales de
referencia basados en dicho espectro de diferencia.

Los datos espectrales de referencia que incluyen informacion espectral de los efectos de las soluciones tampén y/o
sales pueden representar una curva no lineal.

La muestra puede comprender ARN y la cuantificacion puede comprender la cuantificacion de una cantidad de ARN
en la muestra.

La presente invencion también se refiere a un sistema para caracterizar una muestra que comprende al menos ADN
y/o ARN, comprendiendo el sistema un medio de entrada para obtener una medicién espectroscépica UV-VIS de la
muestra que comprende al menos ADN y/o ARN y un procesador adaptado para cuantificar una cantidad de ADN y/o
ARN o para determinar una relacién del ADN con respecto al ARN presente en la muestra basandose la medicién
espectroscépica UV-VIS obtenida, teniendo en cuenta un efecto de los las soluciones tampdn y/o sales en la medicion
espectroscopica UV-VIS , independientemente del contenido real de solucién tampén y sal de la muestra, basandose
en datos espectrales de referencia que incluyan informacion espectral de efectos de las soluciones tampén y/o sales.
Los datos espectrales de referencia que incluyen informacion espectral de efectos de las soluciones tampon y/o sales
son o se basan en datos de referencia representativos de datos del espectrofotémetro UV-VIS para al menos dos
muestras que comprendan contenido de ADN y/o ARN y que tengan contenido distinto de solucién tampdn y/o sal.

El sistema puede estar adaptado para realizar un procedimiento como se describe en el presente documento.

La presente invencion también se refiere al uso de un procedimiento como se describe en el presente documento para
cuantificar una cantidad de ARN en una muestra.

La presente invencién también se refiere al uso de un procedimiento como se describe en el presente documento,
para determinar una fraccion de ARN en una mezcla de ARN/ADN en una muestra.

La presente invencion también se refiere a un producto de programa informatico para realizar, si se implementa en
una unidad de procesamiento, un procedimiento como se describe en el presente documento.

La presente invencion se refiere también a un procedimiento para actualizar un espectrofotémetro, comprendiendo el
procedimiento el almacenamiento de datos espectrales de referencia que incluyen informacion espectral de efectos
de las soluciones tampon y/o sales en una memoria en un procesador del espectrofotdmetro, y la instalacion de un
producto de programa informatico como se describe en el presente documento en el sistema del espectrofotometro.

Aspectos particulares y preferentes de la invencion se exponen en las reivindicaciones independientes y dependientes
adjuntas. Las caracteristicas de las reivindicaciones dependientes se pueden combinar con las caracteristicas de las
reivindicaciones independientes y con las caracteristicas de otras reivindicaciones dependientes segun sea apropiado
y nho simplemente como se exponen explicitamente en las reivindicaciones.

Estos y otros aspectos de la invencion seran evidentes y se aclararan con referencia al modo o los modos de
realizacién descritos a continuacion.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 ilustra un ejemplo de procedimiento para caracterizar muestras que comprenden ADN y/o ARN de acuerdo
con un modo de realizacién de la presente invencion.

La figura 2 ilustra un procedimiento para obtener datos espectroscépicos de referencia que incluyen informacion
espectral relativa a la deformacion y/o desplazamiento debido a las soluciones tampén y/o sales, como se puede usar
en un modo de realizacidon de acuerdo con la presente invencion.

La figura 3 ilustra un sistema para caracterizar una muestra que comprende ADN y/o ARN, de acuerdo con un modo
de realizacién de la presente invencion.

La figura 4 ilustra los resultados de medicion de densidades épticas de ARN y ADN, que ilustran caracteristicas y
ventajas de modos de realizacion de la presente invencion.
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La figura 5 ilustra un ejemplo del desplazamiento del espectro de absorcién UV-VIS hacia longitudes de onda mas
largas tras la dilucién, como se puede compensar para el uso de modos de realizacion de la presente invencion.

Los dibujos son solo esquematicos y no limitativos. En los dibujos, el tamafio de algunos de los elementos puede estar
exagerado y no dibujado a escala para fines ilustrativos.

Cualquier signo de referencia en las reivindicaciones no se interpretara como limitativo del alcance.
En los diferentes dibujos, los mismos signos de referencia se refieren a elementos iguales o analogos.
Descripcion detallada de modos de realizacion ilustrativos

La presente invencidn se describira con respecto a modos de realizacién particulares y con referencia a ciertos dibujos,
pero la invencion no esta limitada a los mismos, sino solo por las reivindicaciones. Los dibujos descritos son solo
esquematicos y no limitativos. En los dibujos, el tamafio de algunos de los elementos puede estar exagerado y no
dibujado a escala para fines ilustrativos. Las dimensiones y las dimensiones relativas no corresponden a reducciones
reales de la invencién a la practica.

Ademas, los términos primero, segundo y similares en la descripcion y en las reivindicaciones se utilizan para distinguir
entre elementos similares y no necesariamente para describir una secuencia, ya sea temporalmente, espacialmente,
en clasificacion o de cualquier otra manera. Debe entenderse que los términos asi utilizados son intercambiables en
circunstancias apropiadas y que los modos de realizacion de la invencion descritos en el presente documento son
capaces de funcionar en otras secuencias distintas a las descritas o ilustradas en el presente documento.

Ademas, los términos encima, debajo y similares en la descripcidn y las reivindicaciones se usan con fines descriptivos
y no necesariamente para describir posiciones relativas. Debe entenderse que los términos asi utilizados son
intercambiables en circunstancias apropiadas y que los modos de realizacion de la invencién descritos en el presente
documento son capaces de funcionar en otras orientaciones que las descritas o ilustradas en el presente documento.

Debe observarse que el término «que comprende», usado en las reivindicaciones, no debe interpretarse como
restringido a los medios enumerados a continuacion; no excluye otros elementos o etapas. Por lo tanto, debe
interpretarse como especificando la presencia de las caracteristicas, unidades, etapas o componentes indicados, pero
no excluye la presencia o adiciéon de una o mas de otras caracteristicas, unidades, etapas o componentes, o grupos
de los mismos. Por lo tanto, el alcance de la expresion «un dispositivo que comprende los medios A y B» no debe
limitarse a dispositivos que consisten solamente en componentes A y B. Significa que, con respecto a la presente
invencion, los Unicos componentes relevantes del dispositivo son Ay B.

La referencia en toda esta memoria descriptiva a «un modo de realizacidn» significa que una caracteristica o estructura
particular descrita en relacién con el modo de realizacion esta incluida en al menos un modo de realizacion de la
presente invencion. Por lo tanto, las apariciones de la frase «en un modo de realizacién» en varios lugares a lo largo
de esta memoria descriptiva no se refieren todas necesariamente al mismo modo de realizacion, sino que pueden.
Ademas, las caracteristicas o estructuras particulares pueden combinarse de cualquier manera adecuada, como seria
evidente para un experto en la técnica a partir de esta divulgacion, en uno o mas modos de realizacion.

De forma similar, deberia apreciarse que en la descripcién de modos de realizacién ejemplares de la invencion, varias
caracteristicas de la invencion se agrupan a veces juntas en un Unico modo de realizacion, figura o descripcion de la
misma con el propdsito de racionalizar la divulgacion y ayudar en la comprension de uno o mas mas de los diversos
aspectos inventivos. Sin embargo, este procedimiento de divulgacién no debe interpretarse de modo que refleje una
intencidon de que la invencion reivindicada requiere mas caracteristicas que las que se enumeran expresamente en
cada reivindicacion. Mas bien, como reflejan las siguientes reivindicaciones, los aspectos inventivos se encuentran en
menos de todas las caracteristicas de un Unico modo de realizaciéon divulgado anteriormente. Por lo tanto, las
reivindicaciones que siguen a la descripcion detallada se incorporan expresamente por el presente documento en esta
descripcién detallada, funcionando cada reivindicacién por si misma de forma independiente como un modo de
realizaciéon separado de esta invencion.

Ademas, aunque algunos modos de realizacién descritos en el presente documento incluyen algunas pero no otras
caracteristicas incluidas en otros modos de realizacion, las combinaciones de caracteristicas de diferentes modos de
realizacién estan destinadas a formar modos de realizacién diferentes como se entenderian por los expertos en la
técnica. Por ejemplo, en las siguientes reivindicaciones, cualquiera de los modos de realizacion reivindicados puede
usarse en cualquier combinacion.

En la descripcion proporcionada en el presente documento, se exponen numerosos detalles especificos. Sin embargo,
se entiende que los modos de realizacidon de la invencidon pueden ensayarse sin estos detalles especificos. En otros
casos, no se han mostrado en detalle procedimientos, estructuras y técnicas bien conocidos para no ocultar la
comprensién de esta descripcion.

Los modos de realizacion de la presente invencion pueden usarse en procedimientos y sistemas para la
caracterizaciéon optica. Dicha caracterizacion optica puede ser tipicamente espectrofotometria UV-VIS. Cuando se
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hace referencia a UV-VIS, se hace referencia a una region de longitud de onda que tiene una longitud de onda superior
en la region de 300 nm a 1100 nm y una longitud de onda inferior en la region de 150 nm a 299 nm. La caracterizacion
de muestras de microvolumen utilizando dispositivos microfluidicos puede comprender la deteccién de la presencia
de ciertos componentes, la determinacién de la concentracion de ciertos componentes, la determinacién de ciertas
reacciones que se producen, etc. Dicha caracterizacion puede incluir, por ejemplo, aplicaciones en el campo de la
biologia, biotecnologia, quimica, el campo clinico y/o el campo médico.

Cuando en modos de realizacion de la presente invencion se hace referencia a muestras que comprenden al menos
ADN y/o ARN, la referencia puede hacerse, por ejemplo, a muestras que comprenden ADN, ADN bicatenario y/o ARN.
Dichas muestras tipicamente estan constituidas por nucleétidos, que pueden basarse en diferentes bases
nitrogenadas que son adenina, timina, guanina, citosina y/o uracilo.

Cuando en los modos de realizaciéon de la presente invenciéon se hace referencia a muestras que comprenden
«soluciones tampén y/o sales» o «un contenido de soluciones tampdn y/o sales», este Ultimo tipicamente puede
referirse a componentes de soluciones tampén y/o sales introducidos para extraer ADN y/o ARN. Las soluciones
tampon y/o sales pueden definir un pH de la muestra en el intervalo de 5,5 a 8,5, de forma ventajosa en el intervalo
de 7,0 a 8, aunque, de acuerdo con modos de realizacion de la presente invencion, el pH de la muestra también puede
variar fuera de este intervalo y, de acuerdo con modos de realizacion de la presente invencién, pueden tenerse en
cuenta los efectos del pH sobre los datos espectrales obtenidos para determinar una cuantificacion de ADN y/o ARN.
Los solutos tampoén pueden ser, por ejemplo, electrolitos solubles o sales tampdn. El soluto tampdn puede comprender
cualquiera o una combinacién de cloruro sédico, cloruro de potasio, citrato sédico, Tris.HCI, fosfato potasico o fosfato
sédico, aunque los modos de realizacion de la presente invencion no estan limitadas por ellos.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para caracterizar una muestra que
comprende al menos ADN y/o ARN. Aunque el procedimiento es especialmente adecuado para cuantificar ARN, no
se limita a ello. De acuerdo con un modo de realizacién de la presente invencién, el procedimiento comprende obtener
una medicion espectroscopica UV-VIS de la muestra que comprende al menos ADN y/o ARN. Esto ultimo se puede
hacer usando cualquier espectrometro UV-VIS adecuado, que permita recoger datos del espectréometro. Para ARN y
ADN, la regién espectral de interés incluye de forma ventajosa el intervalo de 230 nm a 340 nm, aunque los modos de
realizaciéon de la presente invencién no se limitan a ella. Ademas, de acuerdo con un modo de realizacién de la
presente invencion, el procedimiento comprende determinar ADN y/o ARN presentes en la muestra. En algunos modos
de realizacion, se realiza la cuantificacién de la presencia de ADN y/o ARN en la muestra. Durante dicha determinacién,
se tienen en cuenta los efectos de las soluciones tampdn y/o sales en la medicion espectroscépica UV-VIS,
independientemente del contenido real de soluciones tampdn y sales de la muestra, basandose en datos espectrales
de referencia que incluyen informacion sobre los efectos de las soluciones tampoén y/o sales. En otras palabras,
independientemente del contenido real de soluciones tampén y/o sales de la muestra, se compensan las
contribuciones significativas o sustancialmente el efecto total de deformacion y/o desplazamiento causado por la
presencia del contenido de soluciones tampon y/o sales, de manera que esto evita una cuantificacion errénea. Dichos
datos espectrales de referencia que incluyen informacion relativa a los efectos de las soluciones tampoén y/o sales
pueden en un ejemplo incorporarse en diferentes espectros de referencia de ADN y/o ARN para diferentes contenidos
de soluciones tampén y/o sales utilizados para ajustar los datos espectrales obtenidos. De forma alternativa, también
se puede usar un espectro que sea directamente representativo de los efectos de las soluciones tampén y/o sales.

A modo de ilustracion, no estando limitados a la misma los modos de realizacion de la presente invencion, se describira
ademas un ejemplo de un procedimiento de acuerdo con un modo de realizacion, con referencia a la figura 1, que
ilustra algunas caracteristicas estandar y opcionales. La figura 1 ilustra un procedimiento 100 ejemplar para
caracterizar ADN y/o ARN en una muestra que comprende ADN y/o ARN. Mas particularmente, el procedimiento es
especialmente adecuado para cuantificar una cantidad de ADN y/o ARN presente en una muestra, y para proporcionar
una cuantificacion precisa de ADN y/o ARN poco sujeto o incluso independiente de la concentracion de soluciones
tampodn o de la concentracion de sal utilizada.

En una primera etapa 110, el procedimiento 100 para caracterizar ADN y/o ARN en una muestra que comprende ADN
y/o ARN comprende obtener una medicion espectroscopica UV-VIS de la muestra que comprende al menos ADN y/o
ARN. La etapa tipicamente puede comprender registrar un espectro, por ejemplo utilizando un espectrofotometro,
aunque la etapa también puede ser una etapa de recepcion de datos de una medicién del espectrofotémetro, grabados
previamente, almacenados en una memoria o introducidos a través de un canal de entrada. Tipicamente, dicho
espectro comprendera datos espectrales en al menos un intervalo de 230 nm a 340 nm, que es la region en la que la
contribucion de ARN y/o ADN es tipicamente grande, pero dependiendo de la aplicacion, también pueden usarse datos
espectrales de otro intervalo.

En una segunda etapa 120, el procedimiento 100 comprende determinar una cuantificacién de ADN y/o ARN del ADN
y/o ARN presentes en la muestra. Dicha cuantificacion puede incluir una cuantificacion completa o puede comprender
determinar una relacion de ADN con respecto a ARN, etc. Como se ha indicado anteriormente, de acuerdo con modos
de realizacién de la presente invencion, dicha cuantificacion tiene en cuenta un efecto de las soluciones tampén y/o
sales en la medicion espectroscépica UV-VIS, independientemente del contenido real de soluciones tampon y sales
de la muestra, basandose en datos espectrales de referencia que incluyen informacién sobre los efectos de las
soluciones tampén y/o sales. El procedimiento puede, por lo tanto, en algunas modos de realizacién, comprender la

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 644 697 T3

etapa de obtener datos espectrales de referencia directamente representativos de efectos de las soluciones tampoén
y/o sales. Esto Ultimo se puede realizar de una pluralidad de maneras. Cualquier informacion previamente determinada
que se haya almacenado puede recibirse desde una memoria. De forma alternativa o adicional a esto, en un ejemplo,
la obtencién de datos espectrales de referencia que incluyen informacion espectral de efectos de las soluciones
tampon y/o sales puede obtenerse de acuerdo con un algoritmo predeterminado. A modo de ilustracién, no estando
limitada a la misma la presente invencion, en la figura 2 se muestra un ejemplo de obtencién de la informacion de
acuerdo con un algoritmo Predeterminado.

De acuerdo con el algoritmo predeterminado, los datos espectrales de referencia que incluyen informacion espectral
para efectos de las soluciones tampdn y/o sales pueden determinarse, por ejemplo, de la siguiente manera: El
algoritmo particular puede comprender las siguientes etapas:

En primer lugar, se realiza la obtencion (210) de informacién previa para esas una o mas muestras relativa a sus
constituyentes. En un ejemplo, se puede usar una matriz de dilucion y las diferentes muestras pueden ser muestras
que comprenden el mismo contenido de ADN y/o ARN para diferentes diluciones, lo que se traduce en diferentes
concentraciones relativas con respecto a soluciones tampodn y sales. Dicha informacion previa para esas una o mas
muestras relativa a sus constituyentes puede comprender en algunos modos de realizacion uno o mas espectros de
referencia, por ejemplo, para ADN y/o ARN o sus componentes. Dicha informacion previa de forma alternativa o
ademas de la misma también puede comprender informacion de la composicidon esperada, tal como, por ejemplo,
concentraciones esperadas, relaciones esperadas entre diferentes constituyentes, etc. En algunos modos de
realizacién también se puede usar una combinacién de dicha informacién previa. El algoritmo también comprende
obtener (220) datos del espectrofotdémetro UV-VIS para esas una o mas muestras. Dichos datos del espectrofotometro
UV-VIS pueden ser tipicamente un espectro del espectrofotdémetro, aunque también se puede usar informacion en una
o mas longitudes de onda individuales o intervalos de longitudes de onda.

El procedimiento de acuerdo con la presente invencion comprende también definir (230) diversos componentes
coincidentes que contribuyen a los datos del espectrofotometro UV-VIS, comprendiendo el nimero de componentes
coincidentes uno o mas componentes asignados a constituyentes de ARN y/o ADN de esas una 0 mas muestras y
comprendiendo el numero de componentes coincidentes al menos un componente que no puede asignarse a
constituyentes conocidos de una o mas muestras y que se considera representativo de efectos de los efectos de las
soluciones tampdn y/o sales sobre las contribuciones espectrales de ARN y/o ADN.

El procedimiento comprende ademas usar (240) la informaciéon previa de una o mas muestras relativa a sus
constituyentes y usar los datos del espectrofotémetro UV-VIS, estimar (250) la composicién de los constituyentes y
las contribuciones de los componentes a los datos del espectrofotémetro UV-VIS para el nimero de componentes de
esas una 0 mas muestras minimizando un residuo entre los datos del espectrofotometro UV-VIS y un ajuste basado
en dicha composicién de constituyentes y dichas contribuciones de los componentes, obteniéndose de este modo
informacion relativa a esos uno o mas componentes asignados a constituyentes conocidos de esas una o mas
muestras y relativa al al menos un componente que no puede asignarse a constituyentes conocidos de esa una o mas
muestras y que se considera representativo de efectos de los efectos de las soluciones tampon y/o sales sobre las
contribuciones espectrales de ARN y/o ADN (es decir, obtencién de los datos espectrales de referencia). De forma
alternativa a la obtencion de un espectro de referencia directamente representativo de efectos de las soluciones
tampon y/o sales, la cuantificacion puede tener en cuenta un efecto de las soluciones tampdn y/o sales sobre la
medicion espectroscépica UV-VIS independientemente del contenido real de solucion tampon y sal de la muestra,
mediante el uso para el ajuste de las contribuciones de ADN y/o ARN, diferentes espectros de referencia de ADN y/o
ARN para diferentes contenidos de solucion tampén y/o sal utilizados para ajustar los datos espectrales obtenidos.
Los espectros de referencia pueden obtenerse previamente, calibrarse durante el uso, almacenarse en una memoria,
etc.

El procedimiento también puede comprender repetir la etapa de estimacion y la etapa de ajuste, por ejemplo, para
minimizar adicionalmente el residuo total aplicando de forma repetitiva estas etapas. Dicho proceso de repeticion
puede realizarse hasta que el residuo restante entre los datos del espectrofotémetro UV-VIS y el ajuste basado en la
composicion de los constituyentes sea menor que un valor predeterminado o hasta que se alcance un numero maximo
de etapas de repeticion. El valor predeterminado al que se hace referencia puede basarse en reglas predeterminadas,
basadas en una red neural, basadas en algoritmos predeterminados, basadas en informacion relativa a esas una o
mas muestras, etc. En algunos modos de realizacion, la minimizacién del residuo solo puede realizarse para aquellas
muestras que tienen el menor residuo, lo que permite obtener resultados mas precisos y/o una convergencia mas
rapida.

El procedimiento en un modo de realizacion puede permitir proporcionar como informacion de salida un espectro de
referencia para un efecto de las soluciones tampdn y/o sales. Este ultimo puede usarse para establecer una biblioteca
de diferentes espectros de referencia compatibles con diferentes constituyentes o efectos de los mismos.

A modo de ilustracidn, el algoritmo que comprende una serie de etapas particulares se describira utilizando un
formalismo de matriz matematico particular, aunque los modos de realizacién de la presente invencion no se limitan
al mismo, también se puede usar otro formalismo matematico.
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Para ilustrar el algoritmo, se proporcionan una serie de definiciones en primer lugar:

A: representa datos de medicién (expresadosen absorbancias, OD 10 mm) de una pluralidad de muestras que tienen
una concentracion de ADN y/o ARN conocida, medida tipicamente en un intervalo de longitud de onda que comprende
de 250 nm a 340 nm, por ejemplo en el intervalo entre 230 nm y 400 nm.

Un conjunto de muestras puede obtenerse, por ejemplo, a partir de una matriz de dilucién, mediante la cual una
muestra que comprende ADN y/o ARN se diluye usando diferentes disolventes. Esto ultimo da lugar a la presencia de
diferentes concentraciones del contenido de solucién tampén y sal.

Q: representa las presencias relativas de los diferentes componentes conocidos que son ADN y ARN o constituyentes
de los mismos y al menos un constituyente desconocido, debiéndose el componente correspondiente con deformacion
y/o desplazamiento del espectro de ADN y/o ARN al contenido de solucion tampén y sal.

R: representa los espectros de referencia, mediante el cual una pluralidad de espectros se consideran conocidos, que
son los espectros del ADN y/o ARN o constituyentes de los mismos, mientras que también esta presente al menos un
componente espectral desconocido, correspondiéndose el componente espectral con la deformacion y/o
desplazamiento del espectro del ADN y/o ARN debidos al contenido de solucién tampén y de sal.

La siguiente expresion es, por lo tanto, valida entre los componentes, la matriz de coeficientes y la matriz de medicion:
RQ=A (1
Trasponiendo toda la ecuacion [1] se obtiene la siguiente relacion:
QT .RT=AT [2]
y los espectros de referencia se pueden encontrar mediante
RT = pinv(QT).AT [3]

Para la matriz de dilucion de muestras, se conocen los coeficientes de una serie de subcomponentes, mientras que el
coeficiente del componente desconocido no se conoce todavia. De forma similar, los espectros de referencia de los
componentes conocidos se consideran conocidos, mientras que no ocurre asi para el espectro de referencia del
componente representativo de los efectos de las soluciones tampodn y sales. Con el fin de extraer el espectro de
referencia del componente representativo de los efectos de las soluciones tampdn y sales, en el presente ejemplo se
realiza el siguiente algoritmo recursivo:

En primer lugar, se hace una estimacion para las contribuciones R de los componentes, que en el presente ejemplo
se realiza usando las siguientes etapas:

- Utilizando el conocimiento de la matriz de dilucion y los resultados de las mediciones, se completa la matriz A 'y se
completa la matriz Q que expresa los coeficientes de los componentes. Para los componentes conocidos esto puede
basarse en conocimientos previos, para el componente desconocido representativo del efecto del contenido de las
soluciones tampdn y sales, esto puede ser haciendo uso de un valor de inicializacion.

- Usando Q y A, se puede determinar la matriz de referencia R, teniendo en cuenta que parte de R puede ser ya
conocida. Dicha determinacion puede basarse en la ecuacion [3].

Después de estimarse la contribucion del componente desconocido en R, se recalculan los coeficientes (informacion
de composicion) a partir de la primera estimacion de la contribucion de los componentes en R, hecho en el presente
realizando las siguientes etapas: Calcular el espectro previsto (S) y determinar las concentraciones en funcién de los
componentes presentes, expresadospor la ecuacion [4]

QT = pinv(R").AT [4]

A continuacion, se determina una nueva estimacion de la contribucion R de los componentes, en el presente ejemplo
usando las concentraciones determinadas y recalculando los nuevos espectros de referencia.

La determinacion de la estimacion de la informacion de la composicién y la contribucién de los componentes puede
hacerse por repeticion hasta que Q y R converjan (lo que parece ser el caso).

La determinacion anterior proporciona un ejemplo para determinar espectros de referencia, pero los modos de
realizacién de la presente invencion no se limitan a la misma y pueden aplicarse también datos de referencia
generados de otra manera.

En un procedimiento alternativo, al menos parte de los datos espectrales de referencia que incluyen informacién para
efectos de las soluciones tampoén y/o sales son datos espectrales de referencia de dos muestras que tienen
concentraciones diferentes, por ejemplo, extremas, de solucién tampdn y/o sal. Esto ultimo puede usarse, por ejemplo,
como se indica a continuacién. El algoritmo puede comprender obtener datos del espectrofotdmetro UV-VIS de al
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menos dos muestras que comprenden contenido de ADN y/o ARN y que tienen contenido distinto de soluciones
tampon y/o sales, y usar dichos datos para ajustar los datos del espectrofotdmetro UV-VIS para derivar la contribucion
real de ADN y/o ARN, sustancialmente independiente del contenido de soluciones tampdn y/o sales.

En aun otra alternativa, se puede usar un espectro de diferencia determinado a partir de datos espectrales de al menos
dos muestras que comprenden contenido de ADN y/o ARN y que tienen contenido distinto de soluciones tampdn y/o
sales.

En aun otro procedimiento del procedimiento para caracterizar ADN y/o ARN, el procedimiento puede comprender dar
salida 130 a un resultado de cuantificacion.

Los modos de realizacién de acuerdo con los procedimientos de la presente invencién se pueden implementar como
un programa informatico ademas de como hardware.

En otro aspecto, la presente invencion también se refiere a un sistema para caracterizar una muestra que comprende
al menos ADN y/o ARN. El sistema comprende un medio de entrada para obtener una medicién espectroscopica UV-
VIS de la muestra que comprende al menos ADN y/o ARN. Este ultimo puede ser un puerto de entrada para recibir
informacién previa y datos del espectrofotometro. De forma alternativa, los medios de entrada pueden comprender
también un sistema de medicién para registrar datos del espectrofotometro UV-VIS, tales como por ejemplo un
espectrofotometro. El sistema comprende ademas un procesador programado para determinar una cuantificacion de
ADN y/o ARN presente en la muestra basandose en la medicion espectroscopica UV-VIS obtenida, estando adaptado
el procesador para determinar una cuantificacion de ADN y/o ARN teniendo en cuenta efectos de una solucion tampoén
y/o sal en la medicién espectroscopica UV-VIS independientemente del contenido real de solucion tampoén y sal de la
muestra, basandose en datos espectrales de referencia que incluyen informaciéon espectral de los efectos de las
soluciones tampodn y/o sales. Dichos medios de procesamiento pueden ser, por ejemplo, una CPU, aunque los modos
de realizacion de la presente invencion no se limitan a los mismos. Ademas, el sistema puede estar equipado con un
medio de salida para generar informacion determinada usando los medios de procesamiento, tales como, por ejemplo,
una memoria, una pantalla, una impresora o un pléter. A modo de ilustracion, en la figura 3 se muestra un sistema
para caracterizar una muestra 300 que comprende un medio 310 de entrada, un procesador 320 y un medio 330 de
salida.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un procedimiento para actualizar un sistema espectrofotométrico.
El procedimiento de mejora tipicamente puede comprender almacenar datos espectrales de referencia que incluyen
informacion espectral para efectos de las soluciones tampén y/o sales, o derivar dichos datos usando el sistema de
espectrofotometro. El procedimiento de actualizacién ademas puede comprender proporcionar un protocolo de
medicién que implementa un procedimiento para caracterizar ADN y/o ARN de acuerdo con un modo de realizacion
de un procedimiento como el descrito anteriormente. Dicho procedimiento de actualizacion puede aplicarse a sistemas
de espectrofotdmetro existentes, por lo que, mediante la implementacién de un programa informatico, el sistema se
puede alterar para tener los beneficios de sistemas o procedimientos como los descritos anteriormente.

En adn otro aspecto, los modos de realizacién de la presente invenciéon también se refieren a procedimientos
implementados por ordenador para realizar al menos parte de los procedimientos para caracterizar ADN y/o ARN en
una muestra que comprende al menos ADN y/o ARN. Los procedimientos pueden implementarse en un sistema
informatico. Pueden implementarse como programa informatico, como hardware o como una combinaciéon de los
mismos. Dichos procedimientos se pueden adaptar para realizarlos en un ordenador de una manera automatizada y/o
automatica. En caso de implementacion o implementacion parcial como programa informatico, dicho programa
informatico puede adaptarse para ejecutarse en un ordenador o plataforma informatica adecuados, basados en uno o
mas procesadores. El programa informatico puede adaptarse para su uso con cualquier sistema operativo adecuado
tal como, por ejemplo, un sistema operativo Windows o un sistema operativo Linux. Los medios de calculo pueden
comprender un medio de procesamiento o procesador para procesar datos. De acuerdo con algunos modos de
realizacién, los medios de procesamiento o procesador pueden adaptarse para determinar ADN y/o ARN basandose
en el analisis espectral de acuerdo con cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente. Ademas de un
procesador, el sistema informatico puede comprender ademas un sistema de memoria que incluye por ejemplo ROM
o RAM, un sistema de salida tal como por ejemplo una unidad de CD-ROM o DVD o medios para dar salida a
informacién a través de una red. También se pueden incluir componentes convencionales de ordenador tales como,
por ejemplo, un teclado, pantalla, dispositivo puntero, puertos de entrada y salida, etc. El transporte de datos puede
proporcionarse basandose en buses de datos. La memoria del sistema informatico puede comprender un conjunto de
instrucciones que, cuando se implementan en el sistema informatico, dan lugar a la implementacion de parte o de
todas las etapas estandar de los procedimientos expuestos anteriormente y opcionalmente de las etapas opcionales
expuestas anteriormente. Los resultados obtenidos pueden generarse a través de un medio de salida, tales como, por
ejemplo, un pléter, una impresora, una pantalla o como datos de salida en formato electrénico.

Un aspecto adicional de los modos de realizacion de la presente invencion abarca productos de programas
informaticos incorporados en un medio de soporte que llevan un codigo legible por maquina para su ejecucion en un
dispositivo informatico, los productos de programa informatico como tales, asi como el soporte de datos tal como DVD
o CD-ROM o dispositivo de memoria. Aspectos de modos de realizacion comprenden ademas la transmision de un
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producto de programa informatico a través de una red, tal como por ejemplo una red local o una red de area amplia,
asi como las sefales de transmisién correspondientes con la misma.

A modo de ilustracion, no limitandose a la misma los modos de realizacion de la presente invencion, se analizan a
continuacién varios ejemplos del efecto de los contenidos de soluciones tampoén y sales. El ultimo ilustra como se
pueden utilizar de forma ventajosa los modos de realizacién de la presente invencion.

La figura 4 ilustra la relacion de la absorciéon a 260 nm y a 280 nm para diferentes concentraciones de ARN vy para el
ADN, ilustrando que, basandose en esta relacion, la distincion entre ARN y ADN no puede realizarse de forma
inequivoca. Mediante la dilucidén en agua, se mide tipicamente un desplazamiento de los espectros hacia longitudes
de onda mas largas, como puede verse en la figura 5. En consecuencia, si no se tiene en cuenta, el efecto de la
dilucién y diferentes soluciones tampén y/o concentraciones de sal en los espectros puede dar lugar a una
cuantificacion erronea de ADN y/o ARN. Utilizar una desconvolucién en la que ademas se tienen en cuenta los efectos
de las soluciones tampdn y/o sales usando un procedimiento como el descrito anteriormente da como resultado la
posibilidad de determinar con precision el contenido de ARN y ADN, sin verse perturbado por efectos de
desplazamiento y/o deformacion debidos a soluciones tampén y/o sales. Otros resultados experimentales también
confirman que se puede realizar una determinacioén precisa de ARN y ADN, especialmente de ARN. Los resultados se
obtuvieron para muestras mixtas de ARN y ADN. Se descubri6 que, usando un procedimiento de acuerdo con un modo
de realizacion de la presente invencion, se podia lograr una determinacion precisa de la relacion de ARN con respecto
a ADN.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para caracterizar una muestra que comprende al menos ADN y/o ARN, comprendiendo el
procedimiento:

- obtener una medicion espectroscopica UV-VIS de la muestra que comprende al menos ADN y/o ARN, y

- cuantificar una cantidad de ADN y/o ARN o determinar una relacién de ADN con respecto a ARN presente en la
muestra, teniendo en cuenta un efecto de las soluciones tampén y/o sales en la medicidon espectroscopica UV-VIS
independientemente del contenido real de soluciones tampdn y sales de la muestra, basandose en datos espectrales
de referencia que incluyen informacién espectral sobre efectos de las soluciones tampon y/o sales;

caracterizado porque

dichos datos espectrales de referencia que incluyen informacion espectral de efectos de las soluciones tampon y/o
sales son o se basan en datos de referencia representativos de datos del espectrofotometro UV-VIS para al menos
dos muestras que comprendan un contenido de ADN y/o ARN y que tengan un contenido distinto de soluciéon tampoén
y/o sal.

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el procedimiento comprende ademas la recuperacion
de dichos datos espectrales de referencia que incluyen informacion espectral de las contribuciones de las soluciones
tampodn y/o sales desde una memoria.

3. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la determinacion de un
ADN y/o ARN presentes comprende el uso de datos de referencia representativos de los datos del espectrofotometro
UV-VIS para al menos dos muestras que comprendan un contenido de ADN y/o ARN y que tengan un contenido
distinto de solucion tampén y/o sal.

4. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que al menos parte de los
datos espectrales de referencia que incluyen informacién espectral sobre efectos de las soluciones tampdn y/o sales
se determinan a partir de un procedimiento que comprende:

- obtener informacion previa relativa al contenido de ADN y/o ARN y al contenido de soluciones tampodn y/o sales de
una pluralidad de muestras que tienen diferente contenido de soluciones tampoén y/o sales,

- obtener datos del espectrofotéometro UV-VIS para dichas muestras,

- definir diversos componentes coincidentes que contribuyen a los datos del espectrofotémetro UV-VIS,
comprendiendo el numero de componentes coincidentes uno o mas componentes asignados a constituyentes de ARN
y/o ADN de esas una o mas muestras y comprendiendo el nimero de componentes coincidentes al menos un
componente que no puede asignarse a constituyentes conocidos de una o mas muestras y que se considera
representativo de efectos de los efectos de las soluciones tampdn y/o sales sobre las contribuciones espectrales de
ARN y/o ADN.

- usar la informacion previa de una o mas muestras relativa a sus constituyentes y usar los datos del espectrofotémetro
UV-VIS, estimar la composicion de los constituyentes y las contribuciones de los componentes a los datos del
espectrofotometro UV-VIS para el nimero de componentes de esas una o mas muestras minimizando un residuo entre
los datos del espectrofotdmetro UV-VIS y un ajuste basado en dicha composicion de constituyentes y dichas
contribuciones de los componentes, obteniéndose de este modo informacién relativa a esos uno o mas componentes
asignados a constituyentes conocidos de esas una o mas muestras y relativa al menos un componente que no puede
asignarse a constituyentes conocidos de esa una 0 mas muestras y que se considera representativo de efectos de los
efectos de las soluciones tampon y/o sales sobre las contribuciones espectrales de ARN y/o ADN.

5. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que al menos parte de los
datos espectrales de referencia que incluyen informacién espectral sobre efectos de las soluciones tampoén y/o sales
se determinan a partir de un procedimiento que comprende

- obtener datos del espectrofotémetro UV-VIS para al menos dos muestras que comprendan contenido de ADN y/o
ARN y que tengan contenido distinto de solucién tampén y/o sal,

- determinar un espectro de diferencia basado en los datos del espectrofotometro UV-VIS para las al menos dos
muestras, y

- determinar al menos parte de los datos espectrales de referencia basados en dicho espectro de diferencia.

6. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los datos espectrales de
referencia que incluyen informacion espectral de efectos de las soluciones tampdn y/o sales son una curva no lineal.
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7. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra comprende
ARN y en la que la cuantificacién comprende cuantificar una cantidad de ARN en la muestra.

8. Un sistema para caracterizar una muestra que comprende al menos ADN y/o ARN, comprendiendo el sistema

- un medio de entrada para obtener una medicion espectroscépica UV-VIS de la muestra que comprende al menos
ADN y/o ARN, y

- un procesador adaptado para cuantificar una cantidad de ADN y/o ARN o determinar una relacion de ADN con
respecto a ARN presente en la muestra basada en la medicién espectroscépica UV-VIS obtenida, teniendo en cuenta
un efecto de las soluciones tampdn y/o sales en la medicidon espectroscopica UV-VIS independientemente del
contenido real de soluciones tampon y sales de la muestra basandose en datos espectrales de referencia que incluyen
informacién espectral sobre efectos de las soluciones tampdn y/o sales,

caracterizado porque

dichos datos espectrales de referencia que incluyen informacién espectral de efectos de las soluciones tampon y/o
sales son o se basan en datos de referencia representativos de datos del espectrofotometro UV-VIS para al menos
dos muestras que comprendan un contenido de ADN y/o ARN y que tengan un contenido distinto de solucion tampoén
y/o sal.

9. Un sistema de acuerdo con la reivindicaciéon 8, estando el sistema adaptado para realizar un procedimiento de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

10. Uso de un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para cuantificar una cantidad
de ARN en una muestra.

11. Uso de un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para determinar una fraccién de
ARN en una mezcla de ARN/ADN en una muestra.

12. Un producto de programa informatico para, si se implementa en una unidad de procesamiento, realizar un
procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

13. Un procedimiento para actualizar un espectrofotémetro, comprendiendo el procedimiento

- almacenar datos espectrales de referencia que incluyen informacion espectral de los efectos de las soluciones
tampon y/o sales en una memoria en un procesador del espectrofotometro, e

- instalar un producto de programa informatico, de acuerdo con la reivindicacion 12 en el sistema de espectrofotémetro.
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

La lista de referencias citadas por el solicitante es, Unicamente, para conveniencia del lector. No forma parte del
documento de patente europea. Si bien se ha tenido gran cuidado al compilar las referencias, no pueden excluirse
errores u omisiones y la OEP declina toda responsabilidad a este respecto.

Literatura no patente citada en la descripcién
* MONTOYE T. et al. Specific dsDNA quantification -

UVIVIS-based cDrop method vs. Picogreen fluores-
cent assay [0007]
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