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DESCRIPCION
Métodos y reactivos para mantener la viabilidad de células cancerosas en tejido eliminado quirdrgicamente
CAMPO

Esta invencion pertenece a métodos para generar reactivos y a la composicion de reactivos para la estabilizacion,
preservacion y viabilidad de tejido canceroso que se ha extirpado quirirgicamente.

FONDO

La recogida de tejido quirtrgico para el analisis de patologia para detectar células cancerosas de tejido extirpado ha
sido la practica estandar en el diagndstico de cancer durante décadas. Los protocolos actuales para la recogida de
muestras de tejido requieren que el tejido extirpado sea recogido y colocado en una soluciéon de formalina, y luego
sea transportado al laboratorio de patologia para su tincion y analisis. Desgraciadamente, la formalina se fija a las
células (p. €j., mata las células) y en el proceso provoca cambios significativos en la integridad celular que produce
problemas con la capacidad de realizar con precision pruebas gendmicas (analisis de ARN, ARNm y de
biomarcadores de proteinas y de expresion génica).

La tecnologia molecular tal como las pruebas genémicas con tecnologia de reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (RT-PCR), ha evolucionado hasta el punto de que determinados canceres pueden combinarse con
quimioterapias especificas que han demostrado responder a determinados patrones de expresion génica
encontrados en el células cancerosas. Por lo tanto, el ser capaz de obtener patrones precisos de expresion génica
de las células cancerosas extirpadas de un paciente permite una atencidon médica personalizada disefiando
quimioterapia individualizada y otros tratamientos. Este es un cambio muy importante en los paradigmas de
tratamiento y representara el estandar de cuidado en un futuro cercano.

Muestras de tejido canceroso que se han conservado en formalina no son muestras de tejido viables para completar
los analisis de expresion génica. Una razoén por la que la formalina no es un buen reactivo para lograr el analisis de
la expresion génica en muestras de tejido es que la formalina provoca la reticulacion lenta de proteinas en una red
de malla, y las proteinas diana valiosas pueden destruirse mediante el proceso de formalina, ya que no estan
protegidas de la degradacion.

Ademas, a medida que la formalina penetra en la muestra de tejido, se produce la muerte celular (apoptosis). Las
células cancerosas son Unicas, ya que tienen una apoptosis pre-programada metabdlica, por lo que la apoptosis
acelerada se produce en formalina. A medida que las células en la muestra de tejido mueren, un subconjunto de la
poblacion total de células se lisa y libera una amplia gama de enzimas reguladoras internas que, ademas, provocan
la muerte celular acelerada. Un cierto nimero de estas enzimas degradara o destruira acidos nucleicos diana ADN,
ARN, ARNm, proteinas reguladoras y biomarcadores asociados utilizados en el analisis gendmico molecular.
Durante el proceso de fijacion, aunque que la formalina mata las células en la muestra de tejido, la expresion génica
puede volverse erratica y la expresion gendmica de genes criticos puede volverse poco expresada o sobre-
expresada, dando valores inexactos de la expresion de determinados genes de cancer. Este es un problema
importante cuando las decisiones de quimioterapia se basan en los niveles de ARNm especifico de los genes
seleccionados. Por lo tanto, las pruebas genémicas precisas de las células cancerosas fijadas en formalina no son
posibles en la actualidad.

También se debe sefialar que la fijacion de las proteinas y las células en una muestra de tejido con formalina tarda
aproximadamente 48 horas en producirse. Hacer que el proceso de formalina no sea muy exacto para determinar
cual es la expresion genética en el momento de la recogida de tejido de un paciente.

En general, la utilidad cientifica de los datos genéticos obtenidos de la fijacion de tejidos esta directamente
relacionada con la calidad del tejido y la utilidad de ese tejido para las pruebas gendémicas. Actualmente, la fijacion
con formalina no es muy Util para obtener informacion de expresion génica precisa. Por lo tanto, existe la necesidad
de reactivos para fijar muestras de tejido, de modo que la muestra recogida comprenda marcadores de expresion
génica precisa para pruebas genéticas.

También existe la necesidad de reactivos de fijacion de muestras de tejido que no sean tan peligrosos como
formalina. Desgraciadamente, formalina conlleva un riesgo significativo de cancer para los usuarios, asi como
importantes regulaciones estatales y federales para el uso y la eliminacion de los productos que contienen formalina.

La presente invencion describe métodos para fabricar reactivos y la composicion de reactivos que permiten la
recogida de tejido canceroso extirpado quirirgicamente de un paciente, en que la informacion celular genética de las
células cancerosas en la muestra de tejido se mantiene en un estado viable, haciendo que la muestra de tejido sea
adecuada para el analisis de expresion génica.
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El documento US 2010/003748 A1 (Baker) describe composiciones y métodos para estabilizar una célula,
composicion que pueden incluir un quelante, un componente potenciador de un quelante, una base (p. €j., una base
purina o una base pirimidina) y, opcionalmente, un inhibidor de proteasa y/o un cosmoétropo. EI documento US
2010/086924 (Donner et al.) describe el uso de tetraetilenglicol-dimetil-éter para adsorber acidos nucleicos a fases
solidas tales como aquellas con superficies de silice. El documento US 2011/165611 (Li et al.) describe pequefias
sondas permeables para la membrana que comprenden un sustrato de caspasa 3, un colorante fluorogénico y un
radionucleodtido, para representar en imagenes la apoptosis in vivo. La sonda de doble modalidad se puede escindir
por parte de caspasa tras exposicion a células apoptoticas, permitiendo la representacion en imagenes de
actividades de caspasa 3 y 7, utilizando técnicas de formacion de imagenes tanto dpticas como nucleares. Rouet-
Benzineb et al., J. Biol Chem, 279(16): 16495-502, describe que lecitina contrarresta la apoptosis inducida por
butirato de sodio en células HT-29 de cancer de colon humanas a través de sefializacion de NF-KB. El documento
US 2011/130305 A1 (Patton et al.) describe colorantes y composiciones que son utiles en la deteccion y la
monitorizacion de agregacion de proteinas, estudios cinéticos de agregacion de proteinas, analisis de placas
neurofibrilares, evaluacion de la estabilidad de formulacién de proteinas, ensayo de desplazamiento de la estabilidad
térmica de proteinas y analisis de la actividad de chaperona molecular. Estos colorantes y composiciones son
también utiles como sondas en la deteccién de acidos nucleicos y proteinas.

SUMARIO

La presente invencion se refiere a un reactivo para una muestra de tejido canceroso extirpado quirurgicamente para
permitir el andlisis de la expresion génica, comprendiendo el reactivo los componentes de al menos un cadtropo; al
menos un cosmotropo; un quelante; un tampodn; un sustrato de apoptosis, y un modulador metabdlico; en donde el
sustrato de apoptosis es leptina; y en donde el al menos un cosmétropo es a,0-trehalosa. La presente invencion se
refiere, ademas, a un método de producir un reactivo para la estabilizacion, conservacion y viabilidad de tejido
canceroso que ha sido quirirgicamente extirpado, comprendiendo el método proporcionar al menos un caotropo;
proporcionar al menos un cosmaétropo; proporcionar un quelante; proporcionar un tampon; proporcionar un sustrato
de apoptosis; proporcionar un modulador metabdlico; y mezclar el cadtropo, cosmoétropo, quelante, tampon, sustrato
de apoptosis y el modulador metabdlico en un orden especifico para permitir el analisis de la expresion génica de la
muestra de tejido canceroso extirpado quirdrgicamente dispuesta en el reactivo; en donde el sustrato de apoptosis
es leptina; y en donde el al menos un cosmaétropo es a,a-trehalosa.

La presente invencion describe nuevos métodos para producir un reactivo de viabilidad celular para muestras de
tejido tales como muestras de biopsia, que permite el analisis de la expresion génica de las células en la muestra.

En realizaciones de los métodos para producir el reactivo para muestras de tejido, el sustrato de apoptosis es un
sustrato de apoptosis de células cancerosas, y la muestra de tejido es un tejido canceroso extirpado
quirdrgicamente.

En la mayoria de las realizaciones de los métodos de la invencion, las concentraciones finales del cadtropo son de
aproximadamente 0,1 molar a aproximadamente 2 molar, el cosmoétropo es de aproximadamente 0,1 molar a
aproximadamente 2 molar, el quelante es de aproximadamente 0,1 molar a aproximadamente 2 molar, y el sustrato
de apoptosis es de aproximadamente 0,001 molar a aproximadamente 0,5 molar en el reactivo para muestras de
tejido.

En determinadas realizaciones de los métodos de la invencion, el cadtropo se selecciona del grupo que consiste en
SCN- (tiocianato de sodio), H2PO4, HCO3, |-, Cl-, NO3-, NH4-, Cs, K+, (NH4)C+ guanidinio, todas las sales de
guanidinio, Br o Rb.

En realizaciones del método de preparacioén del reactivo, el al menos un cosmoétropo es a,a-trehalosa. Cosmoétropos
adicionales se pueden seleccionar del grupo que consiste en glicerol, trimetilamina N-oOxido, ectoina, 3-
dimetilsulfoniopropionato, glucosa, dextrano o D-lactosa.

En algunas realizaciones, el quelante se selecciona del grupo que consiste en EDTA, EGTA o BABTA.

En algunas realizaciones de los métodos de la invencion, el tampdn se selecciona del grupo que consiste en BIS-
TRIS, BIS-TRIS propano, HEPES, sal sédica HEPES, MES, sal sédica MES, MOPS, sal sédica MOPS, sal sédica o
tampon fosfato de sodio (monobasico, PO4 tribasico).

En el método de la invencién, el sustrato de apoptosis es leptina. Sustratos de apoptosis adicionales se pueden
seleccionar del grupo que consiste en DMSO, glicina beatina, citrato de potasio, trimetilamina, prolina, NDSB 195,
ML-arginina, xilitol, selenito de sodio, NDSB 201, CuCl, o CTAB.

En algunas realizaciones, el modulador metabdlico se selecciona del grupo que consiste en disolventes aproéticos
polares, DMSO, acetona, N,N-dimetilformamida o acetonitrilo.
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En la mayoria de las realizaciones, los métodos para producir el reactivo comprenden, ademas, afadir los diversos
componentes del reactivo a una parte alicuota de agua purificada en el orden secuencial de afiadir al menos un
caotropo, seguido de la adicion del quelante, seguido de la adicion del modulador metabdlico, seguido de la adicion
de un primer cosmoétropo, seguido de la adicion del tampdn, seguido de la adicion de un segundo cosmétropo que es
diferente del primer cosmotropo, y finalmente seguido de la adicion del sustrato de apoptosis.

En muchas realizaciones de la invencion, el cadtropo es SCN- (tiocianato de sodio), el primer cosmaétropo es glicerol
y el segundo cosmotropo es a,a-trehalosa, el quelante es EDTA, el tampdn es tampon fosfato de sodio (monobasico,
PO, tribasico), el sustrato de apoptosis celular es leptina y el modulador metabdlico es DMSO.

En ofra realizacién, el método de fabricar un reactivo para analizar muestras de tejido comprende proporcionar una
parte alicuota de agua purificada, afiadir componentes del reactivo al agua purificada en el siguiente orden: anadir
tiocianato de sodio, EDTA, DMSO, glicerol, tampdn fosfato de potasio y a,o-trehalosa, seguido de la adicion de
leptina humana y mezclar los componentes entre cada adicion de los diversos componentes de una manera que
permita un analisis de expresion génica preciso de la muestra de tejido o la biopsia.

En algunas realizaciones, el método de fabricar un reactivo para analizar muestras de tejido comprende proporcionar
una parte alicuota de agua purificada, afadir componentes del reactivo al agua purificada en el siguiente orden:
afiadir al menos un caotropo, seguido de la adicion de un quelante, seguido de la adicion de un modulador
metabodlico, luego afiadir un primer cosmoétropo, después afiadir un tampoén, seguido de afadir un segundo y
diferente cosmotropo, seguido de afiadir un sustrato de apoptosis, y mezclar los componentes entre cada adicion de
componentes de una manera que permita el analisis preciso de la expresion génica de la muestra de tejido.

El reactivo para preparar muestras de tejido que permite el analisis de expresion génica comprende al menos un
caotropo, al menos un cosmaétropo, un quelante, un tampon, un sustrato de apoptosis y un modulador metabdlico; en
donde el sustrato de apoptosis es leptina; y en donde el al menos un cosmétropo es a,a-trehalosa.

Para la mayoria de las realizaciones del reactivo, las concentraciones finales para el caotropo son de
aproximadamente 0,1 molar a aproximadamente 2 molar, los al menos dos cosmoétropos son de aproximadamente
0,1 molar a aproximadamente 2 molar para cada uno de los cosmétropos, el quelante es de aproximadamente 0,1
molar a aproximadamente 2 molar, y el sustrato de apoptosis es de aproximadamente 0,001 molar a
aproximadamente 0,5 molar.

En realizaciones especificas del reactivo, el caétropo es SCN- (tiocianato de sodio), los cosmétropos son glicerol y
a,a-trehalosa, el quelante es EDTA, el tampon es tampdn fosfato de sodio (monobasico, PO, tribasico), el sustrato
de apoptosis celular es leptina, y el modulador metabdlico es DMSO.

En algunas realizaciones del reactivo, el cadtropo se selecciona del grupo que consiste en SCN’ (tiocianato de
sodio), H,PO4, HCOg', I, CI', NO3', NH4, Cs, K, (NH4)C+ guanidinio, todas las sales de guanidinio, Br o Rb.

En el reactivo, el cosmoétropo es a,a-trehalosa. Cosmotropos adicionales se pueden seleccionar del grupo que
consiste en glicerol, N-6xido de trimetilamina, ectoina, 3-dimetilsulfoniopropionato, glucosa, dextrano o D-lactosa.

En algunas realizaciones del reactivo, el quelante se selecciona del grupo que consiste en EDTA, EGTA o BABTA.

El reactivo conservante en algunas realizaciones comprende un tampoén que se selecciona del grupo que consiste
en BIS-TRIS, BIS-TRIS propano, HEPES, sal sédica HEPES, MES, sal sédica MES, MOPS, sal sdédica MOPS, sal
sédica o tampon fosfato de sodio (monobasico, PO4 tribasico).

En el reactivo, el sustrato de apoptosis es leptina. Sustratos de apoptosis adicionales se pueden seleccionar del
grupo que consiste en DMSO, glicina beatina, citrato de potasio, trimetilamina, prolina, NDSB 195, ML-arginina,
xilitol, selenito de sodio, NDSB 201, CuCl, o CTAB.

En algunas realizaciones del reactivo, el modulador metabdlico se selecciona del grupo que consiste en disolventes
apréticos polares, DMSO, acetona, N,N-dimetilformamida o acetonitrilo.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 es un diagrama de flujo que muestra una realizacion del método para producir un reactivo para tejido
extirpado quirdrgicamente, que permite el analisis de expresion génica de la muestra de tejido de acuerdo con la
invencion.

La Figura 2 es un diagrama de flujo que muestra una realizacion del método de fabricar un reactivo para tejido
extirpado quirdrgicamente, que es tejido canceroso, que permite el analisis de expresion génica de la muestra de
tejido de acuerdo con la invencion.
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Las Figuras 3A y 3B son una hoja de formulacién que muestra una realizacion de los componentes de un reactivo
utilizado para preservar muestras de tejido y la adicién secuencial de cada uno de los componentes de acuerdo con
la invencion.

La Figura 4 es un grafico de los resultados de rtPCR del gen PGK de células LNCa-FGC envejecidas, que compara
el uso de una realizacion del reactivo conservante de células de acuerdo con la invencidon con reactivos
conservantes convencionales.

La Figura 5 es un grafico de copias de ARNm del gen PBGD de células cancerosas PC3 envejecidas, que compara
los resultados de rtPCR de una realizacion del reactivo conservante de células de acuerdo con la invencién con
reactivos convencionales.

La Figura 6 es un grafico de copias de ARNm de G6PDH de diversas células de cancer renal envejecidas, que
compara el uso de una realizacion del reactivo conservante con soluciones de conservacién convencionales.

La Figura 7 es un grafico que compara tres realizaciones diferentes del reactivo conservante utilizado en células de
cancer renal envejecidas.

DESCRIPCION

"Opcional" u "opcionalmente" significa que el evento o la circunstancia posteriormente descrito puede pero no es
necesario que se produzca, y que la descripcion incluye casos, en donde se produce el evento o la circunstancia y
casos en los que no se produce.

El término "caotropo" se refiere a compuestos que interactian débilmente con moléculas de agua e interrumpen la
molécula de agua enlazada a la red de hidrégeno alrededor de las moléculas de proteina.

El término cosmotropo se refiere a compuestos que interactdan fuertemente con las moléculas de agua, y organizan
las moléculas de agua de una manera tipicamente favorable alrededor de las moléculas de proteina. Una
composicion estabilizante de biomaterial puede incluir un cosmoétropo en algunas realizaciones. Sin limitarse a
mecanismo(s) de accion especifico(s), un cosmaétropo, en algunas realizaciones, puede estabilizar y/o mejorar las
interacciones agua-agua en una composicion acuosa. En la presente invencion, el cosmoétropo es a,a-trehalosa.
Ejemplos adicionales de cosmétropos pueden incluir, sin limitacion, glicerol, prolina (p. €j., L-prolina), D-(+) trehalosa,
D-(+) trehalosa dihidrato), glicina betaina, glucosa, dextrosa, acido gzlutémico y/o acido aspartico. Ejemplos de un
cosmoétropo, en algunas realizaciones, pueden incluir SO4, HPO,, Ca™?, Mg*?, Li*, Na*, OH y/o PO,

El término tampdén se refiere a un compuesto que da una mezcla con un pH de aproximadamente 4,5 a
aproximadamente 8,5. En algunas realizaciones, se puede seleccionar un tampdn adecuado de tampones buenos
(p- €j., HEPES), acetato de potasio, fosfato de sodio, bicarbonato de potasio, tris(hidroxiamino)metano (Tris) y
combinaciones de los mismos. Por ejemplo, un tampon puede incluir acetato de potasio, acetato de sodio, fosfato de
potasio (mono, tribasico), fosfato de sodio, tampon Tris, N-(2-hidroxietil) piperazina-N'-(acido 2-etanosulfonico)
(HEPES), tampdén acido  3-(N-morfolino)propanosulfénico  (MOPS), tampén  acido  2-[(2-amino-2-
oxoetil)amino]etanosulfénico (ACES), tampoén acido N-(2-acetamido)-2-iminodiacético (ADA), tampoén acido 3-[(1,1-
dimetil-2-hidroxietillamino]-2-propanosulfonico (AMPSO), tampon acido N,N-bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico
(BES), tampon bicina (N,N-bis(2-hidroxietilglicina), tampén bis-(2-hidroxietil)imino-tris(hidroximetil)metano (Bis-Tris),
tampon acido 3-(ciclohexilamino)-1-propansulfonico (CAPS), tampdén acido 3-(ciclohexilamino)-2-hidroxi-1-
propanosulfénico (CAPSO), tampdn acido 2-(N-ciclohexilamino)etanosulfénico (CHES), tampdn acido 3-[N,N-bis(2-
hidroxietil)amino]-2-hidroxi-propanosulfénico (DIPSO), tampoén N-(2-hidroxietilpiperazina)-N'-(3-propanosulfonico)
(HEPPS), tampdn N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(acido 2-hidroxipropanosulfénico) (HEPPSQO), tampoén acido 2-(N-
morfolina)etanosulfénico (MES), tampodn trietanolamina, tampén imidazol, tampdn glicina, tampdn etanolamina,
tampon fosfato, tampoén acido 3-(N-morfolina)-2-hidroxipropanosulfonico (MOPSO), tampdén piperazina-N,N'-
bis(acido 2-etanosulfénico) (PIPES), tampon piperazina-N,N'-bis(acido 2-hidroxipropanosulfénico) (POPSO), tampdn,
N-tris[(hidroximetil)metil]-3-aminopropanosulfénico (TAPS), tampoén acido 2-hidroxi-3-[tris(hidroximetil)metilamino]-1-
propanosulfonico  (TAPSO), tampon N-[Tris(hidroximetil)metil]-2-aminoetanosulfénico  (TES), tampén N-
[Tris(hidroximetil)metillglicina (tricina), tampdn 2-amino-2-metil-1,3-propanodiol, tampoén 2-amino-2-metil-1-propanol,
y combinaciones de los mismos.

El término quelante se refiere a un compuesto que puede unir metales disponibles (p. gj., Mg2+ y Ca2+) de tal manera
que los metales que permanecen disponibles para las enzimas dependientes del metal (p. gj., desoxirribonucleasas)
son insuficientes para apoyar la catalisis (es decir, degradacion de acido nucleico). Por ejemplo, una enzima
independiente del metal puede incluir una ADN ligasa (p. €j., ADN ligasa D4), una ADN polimerasa (p. €j., ADN
polimerasa T7), una exonucleasa (p. €j., exonucleasa 2, lambda-exonucleasa), una quinasa (p. €j., T4 polinucleétido
quinasa), una fosfatasa (p. ej., BAP y CIP fosfatasa), una nucleasa (p. €j., nucleasa BL31 y nucleasa XO) y una
enzima modificadora de ARN (p. ej., ARN polimerasa, SP6, T7, ARN polimerasa T3 y ARN ligasa T4).
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Un quelante puede incluir, por  ejemplo, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido
[etilenbis(oxietilenonitrilo)]tetraacético (EGTA) y acido 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N',N'-tetraacético (BAPTA),
y/o sus sales. Un quelante puede estar presente en cualquier concentracion deseable. En los casos en los que se
incluyan dos o mas quelantes en un unico reactivo, la concentracion de cada uno de los quelantes o la
concentracion total de los quelantes combinados pueden caer dentro de cualquiera de los intervalos proporcionados.
En algunas realizaciones, un quelante puede incluir EDTA, EGTA, BAPTA, imidazol, iminodiacetato (IDA), bis(5-
amidino-2-bencimidazolil)metano (BABIM) y/o sus sales.

La expresién modulador metabdlico se refiere a penetrantes/ moduladores metabdlicos que actian para optimizar la
penetracién de la membrana de las quimicas dentro de la formulacién del reactivo, asi como para estabilizar la
expresion génica de las células y, en particular, las células cancerosas hipoxicas.

El término apoptosis es el proceso de muerte celular programada (PCD) que puede producirse en organismos
multicelulares. Eventos bioquimicos conducen a cambios celulares caracteristicos (morfologia) y a la muerte. Estos
cambios incluyen la formacion de burbujas, la contraccion celular, la fragmentacion nuclear, la condensacion de
cromatina y la fragmentacion de ADN cromosomico. (Véase también fragmentacion apoptética del ADN).

La expresion "sustrato de apoptosis" es un compuesto o molécula que es un componente clave en la reduccion de la
apoptosis. Un sustrato de apoptosis funciona sinérgicamente con otros componentes de la formulacion del reactivo
para prevenir la apoptosis y favorecer la estabilidad celular y el crecimiento celular.

La expresion "analisis de expresion génica" se refiere a analisis que se ocupa de detectar la sobreexpresion, la
expresion insuficiente o los genes expresados diferencialmente de una célula, particularmente en células
cancerosas.

Los términos "sobreexpresar"”, "sobreexpresion" o "sobreexpresado" se refieren indistintamente a una proteina o
acido nucleico (ARN) que se traduce o transcribe a un nivel detectablemente mayor, habitualmente en una célula
cancerosa, en comparacion con una célula normal. El término incluye sobreexpresion debido a la transcripcion,
procesamiento post-transcripcional, traduccion, procesamiento post-traduccion, localizacion celular (p. €j., organelas,
citoplasma, nucleo, superficie celular) y estabilidad de ARN y proteinas, en comparacion con una célula normal. La
sobreexpresion puede detectarse utilizando técnicas convencionales para detectar ARNm (es decir, RT-PCR, PCR,
hibridacién) o proteinas (es decir, ELISA, técnicas inmunohistoquimicas). La sobreexpresion puede ser del 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mas en comparacion con una célula normal. En determinados casos,
la sobreexpresion es 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 0 niveles superiores de transcripcién o traduccién en
comparacion con una célula normal.

Los términos "subexpresar", "subexpresion" o "subexpresado" o "regulacion negativa" se refieren indistintamente a
una proteina o acido nucleico que se traduce o transcribe a un nivel detectablemente inferior en una célula
cancerosa en comparacion con una célula normal. El término incluye subexpresion debida a transcripcion,
procesamiento post-transcripcional, traduccion, procesamiento post-traduccion, localizacion celular (p. €j., organelas,
citoplasma, nucleo, superficie celular) y estabilidad de ARN y proteinas, en comparacion con un control. La
subexpresion se puede detectar utilizando técnicas convencionales para detectar ARNm (es decir, RT-PCR, PCR,
hibridacién) o proteinas (es decir, ELISA, técnicas inmunohistoquimicas). La subexpresion puede ser del 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o menos en comparaciéon con un control. En determinados casos, la
subexpresion es 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 0 niveles inferiores de transcripcion o traducciéon en comparacion
con un control.

La expresion "expresado diferencialmente" o "regulado diferencialmente" se refiere generalmente a una proteina o
acido nucleico que esta sobreexpresado (regulado positivamente) o subexpresado (regulado negativamente) en una
muestra en comparacion con al menos otra muestra, generalmente en un paciente con cancer en comparacion con
una muestra de tejido no canceroso en el contexto de la presente invencion.

El término "tumor”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a todo el crecimiento y proliferacion de células
neoplasicas, ya sean malignas o benignas, y a todas las células y tejidos precancerosos y cancerosos.

Los términos "cancer" y "canceroso" se refieren o describen la condicion fisioldgica en mamiferos que tipicamente se
caracteriza por un crecimiento celular no regulado. Ejemplos de cancer incluyen, pero no se limitan a cancer de
mama, cancer de ovario, cancer de colon, cancer de pulmén, cancer de préstata, cancer hepatocelular, cancer
gastrico, cancer de pancreas, cancer de cuello uterino, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer de las vias
urinarias, cancer de tiroides, cancer renal, carcinoma, melanoma y cancer cerebral.

La muestra biolégica o de tejido incluye secciones de tejidos tales como muestras de biopsias y autopsias.
Tipicamente, se obtiene una muestra biolégica de un organismo eucariotico, lo mas preferiblemente un mamifero tal
como un primate (p. €j., chimpancé o ser humano), vaca, perro, gato, un roedor (p. €j., cobaya, rata o raton), conejo
0 un ave, reptil o pez.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 684 582 T3

Una biopsia se refiere al proceso de extraer una muestra de tejido para la evaluacion diagndstica o prondstica, y
para la muestra de tejido en si. Cualquier técnica de biopsia conocida en la técnica se puede aplicar a los métodos
de diagnéstico y prondstico de la presente invencion. La técnica de biopsia aplicada dependera del tipo de tejido a
evaluar (p. €j., pulmon), el tamafo y el tipo de tumor, entre otros factores. Técnicas de biopsia representativas
incluyen, pero no se limitan a biopsia por escision, biopsia por incision, biopsia con aguja, biopsia quirtrgica y
biopsia de médula ésea. Una biopsia por escision se refiere a la extirpacion de una masa tumoral completa con un
pequefio margen de tejido normal que la rodea. Una biopsia por incision se refiere a la extirpacion de una cufia de
tejido del interior del tumor. Un diagnodstico o prondstico hecho por endoscopia o guia radiografica puede requerir
una “biopsia de nucleo-aguja” o una “biopsia por aspiracion de aguja fina” que generalmente obtiene una suspension
de células dentro de un tejido diana.

El tratamiento terapéutico y las terapias contra el cancer se refieren a la quimioterapia, la terapia hormonal, la
radioterapia, la inmunoterapia y la terapia bioldgica (dirigida).

El término PCR se refiere a la reaccion en cadena de la polimerasa. Esto se refiere a cualquier tecnologia en la que
un nucleétido se amplifica mediante técnicas de ciclacién bajo temperatura en presencia de una nucleétido
polimerasa, preferiblemente una ADN polimerasa. Esto incluye, entre otros, la tecnologia de PCR en tiempo real, la
PCR de transcriptasa inversa y métodos de PCR estandar.

La presente invencion describe métodos para fabricar un reactivo para mantener la viabilidad celular de muestras de
tejido que permite el analisis de la expresion génica de las células en la muestra de tejido. La presente invencion
también se refiere a composiciones de reactivos que permiten la prueba de la expresion génica precisa de células
viables en muestras de tejido, particularmente células cancerosas. Los métodos para fabricar el reactivo de
viabilidad celular, en general, tienen una adicién secuencial de compuestos/moléculas para lograr la formulacion
6ptima del reactivo de la invencion.

Con referencia a la Figura 1, hay un diagrama de flujo de una realizacion de los métodos de fabricar un reactivo de
viabilidad celular de acuerdo con la invencion. El método 100 para generar un reactivo de viabilidad celular
comprende proporcionar un cadtropo en el evento 110. El cadétropo se afade a una parte alicuota de agua
purificada. El caétropo es una molécula que tiene actividad contra enzimas que degradan acidos nucleicos tales
como ADNasas y ARNasas, proteasas y enzimas reguladoras responsables de la destruccion de proteinas y la
apoptosis. Un cadtropo también tiene efectos significativos sobre la distribucion del agua en las células y la
atenuacion metabolica asociada.

En la mayoria de las realizaciones, el caétropo es al menos uno de los siguientes compuestos; SCN’ (tiocianato de
sodio), H.PO4,, HCOg3, I, CI, NO3, NH4', Cs, K+, (NH4)C+ guanidinio, todas las sales de guanidinio, Br o Rb. Se
sabe que todos estos compuestos tienen efectos en la distribucion del agua alrededor de una célula y ayudan a
mantener la viabilidad celular.

En algunas realizaciones, el cadtropo tiene una concentracion final en el reactivo de viabilidad celular de
concentraciones que varian de aproximadamente 0,1 molar a aproximadamente 2 molar, mas preferiblemente de al
menos aproximadamente 1 mM, al menos aproximadamente 10 mM, al menos 0,05 M, al menos aproximadamente
0,1 M al menos 0,5 M, al menos aproximadamente 1 M, al menos aproximadamente 1,75 M, al menos
aproximadamente 2 M, hasta un maximo de al menos aproximadamente 3 M.

En el evento 120, el método 100 comprende proporcionar al menos un quelante. El quelante se anade a la
formulacion de viabilidad celular para ayudar en la inactivacion de sistemas de enzimas impulsados por Ca, Mg que
degradan acidos nucleicos. En esta realizacion, el quelante se selecciona del siguiente grupo de compuestos: EDTA,
EGTA o BABTA.

En la mayoria de las realizaciones del método de formular el reactivo de viabilidad celular, el quelante se encuentra
a una concentracion final de aproximadamente 0,1 molar a aproximadamente 2 molar, mas preferiblemente de
aproximadamente al menos aproximadamente 0,1 M, al menos aproximadamente 0,005 M, al menos
aproximadamente 0,01 M, al menos aproximadamente 0,05 M y/o al menos aproximadamente 0,1 M.

En el evento 130, el método 100 comprende, ademas, proporcionar un compuesto modulador
metabdlico/penetrante. EI modulador metabdlico actia para optimizar la penetracién en la membrana de las
sustancias quimicas, asi como para actuar como un soporte de moléculas grandes tales como glicerol.
Adicionalmente, actia como un modulador profundo de la diferenciacion y funcién celular. El modulador metabdlico
es un componente clave en la estabilizacion de la expresion génica de células cancerosas hipoxicas.

En el método 100, el modulador metabdlico/penetrante se selecciona del grupo que consiste en disolventes
apréticos polares, DMSO, acetona, N,N-dimetilformamida o acetonitrilo. La concentracion final del modulador
metabdlico en las formulaciones es de al menos 0,25 M, al menos aproximadamente 0,5 M, al menos
aproximadamente 0,75 M. al menos aproximadamente 1 M, al menos aproximadamente 1,5 M, hasta un maximo de
aproximadamente 2 M.
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El método 100 comprende, ademas, proporcionar al menos un cosmoétropo para fabricar el reactivo de viabilidad
celular en el evento 140. En esta realizacion, el o los cosmoétropos se afiaden a la mezcla después de la adicién del
caotropo. El cosmotropo es a,a-trehalosa. Cosmaétropos adicionales pueden ser uno de los siguientes compuestos:
glicerol, trimetilamina N-Oxido, ectoina, 3-dimetilsulfoniopropionato, glucosa, dextrano o D-lactosa. El o los
cosmotropos tienen efectos protectores para los acidos nucleicos, las proteinas y el plegamiento de proteinas, y son
un componente necesario del reactivo que sinergia con cadtropos para la estabilidad celular y de la membrana y la
modulacion metabdlica para la estabilizacion de la expresion génica cuando las células estan estresadas.

En algunas realizaciones, ese cosmotropo se encuentra en una concentracion final del reactivo de viabilidad celular
en concentraciones que varian de aproximadamente 0,1 molar a aproximadamente 2 molar, o de aproximadamente
0,1 mM a aproximadamente 100 mM, de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 10 mM, de aproximadamente
0,1 M aproximadamente 1,0 M a aproximadamente 2,0 M, de aproximadamente 0,1 M a aproximadamente 5,0 M.

En el evento 150, el método 100 comprende proporcionar al menos un tampoén que se afiade a la formulacién para
ajustar el pH del reactivo de viabilidad celular. El tampdn en la mayoria de las realizaciones se selecciona del grupo
que consiste en BIS-TRIS, BIS-TRIS propano, HEPES, sal sédica HEPES, MES, sal sédica MES, MOPS, sal sodica
MOPS, sal sddica o tampdn fosfato sédico (monobasico, PO, tribasico).

En la mayoria de las realizaciones, el pH final del reactivo de viabilidad celular es de aproximadamente 4,5 a
aproximadamente 8, mas preferiblemente de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 5,5 a aproximadamente 5,5
a 6,0, a aproximadamente 6,5, a aproximadamente 7,0 a aproximadamente 7,5.

El método 100 comprende, ademas, proporcionar un segundo cosmétropo para fabricar el reactivo de viabilidad
celular en el evento 160. En esta realizacion, el o los cosmoétropos se afiaden a la mezcla después de la adicién del
tampon. El cosmoétropo es a,a-trehalosa. Cosmotropos adicionales pueden ser uno de los siguientes compuestos:
glicerol, trimetilamina N-0xido, ectoina, 3-dimetilsulfoniopropionato, glucosa, dextrano o D-lactosa. El o los
cosmotropos tienen efectos protectores para los acidos nucleicos, las proteinas y el plegamiento de proteinas, y son
un componente necesario del reactivo que sinergia con cadtropos para la estabilidad celular y de la membrana y la
modulacion metabdlica para la estabilizacion de la expresion génica cuando las células estan estresadas.

En algunas realizaciones, ese cosmotropo se encuentra en una concentracion final del reactivo de viabilidad celular
en concentraciones que varian de aproximadamente 0,1 molar a aproximadamente 2 molar, mas preferiblemente de
aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 100 mM, de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 10 mM, de
aproximadamente 0,1 M aproximadamente 1,0 M a aproximadamente 2,0 M, de aproximadamente 0,1 M a
aproximadamente 5,0 M.

El método 100 comprende, ademas, proporcionar un sustrato de apoptosis en el evento 170. Un sustrato de
apoptosis ayuda a la prevencion de la apoptosis de células y, en particular, células cancerosas. El sustrato de
apoptosis es leptina. Sustratos de apoptosis adicionales se pueden seleccionar del grupo que consiste en DMSO,
glicina beatina, citrato de potasio, trimetilamina, prolina, NDSB 195, ML-arginina, xilitol, selenito de sodio, NDSB 201,
CuCl; o CTAB.

La concentracion final del sustrato de apoptosis en el reactivo de viabilidad celular es de aproximadamente 0,001 M
a aproximadamente 0,5 M, o de aproximadamente 0,1 mM hasta aproximadamente 1 mM, hasta aproximadamente
10 mM, hasta aproximadamente 0,1 M, hasta aproximadamente 0,25 M, hasta aproximadamente 1 M, hasta 1,5 M
hasta un maximo de aproximadamente 2 M.

En el evento 180, el método 100 proporciona, ademas, mezclar el caétropo, cosmétropo, quelante, tampdn, sustrato
de apoptosis y el modulador metabdlico para permitir el analisis de expresion génica de la muestra de tejido. La
mezcladura de las muestras puede ocurrir a través del método de formular el reactivo de la invencion. Cada uno de
los componentes individuales se trata y se mezcla para obtener el reactivo de viabilidad celular éptimo. La adicion de
los componentes de la formulacion puede ser aleatoria; sin embargo, en la mayoria de las realizaciones, la adicion
de los componentes es secuencial en el orden mostrado en el método 100.

El tiempo de preparacion para producir el reactivo varia debido al tamafio del lote, la temperatura, etc. En general,
lleva aproximadamente una hora completar la formulacién del reactivo de viabilidad celular. El reactivo puede
almacenarse en condiciones ambientales durante hasta 12 meses antes de su uso en muestras de tejido. El reactivo
también puede congelarse para un almacenamiento mas prolongado.

Una vez que se ha anadido una muestra de tejido al reactivo de viabilidad celular, el tejido se estabiliza y mantiene
los componentes de expresidon génica viables durante hasta 72 horas a una temperatura de 30°C. En general, el
tiempo en el que las células son viables es de aproximadamente 30 horas a aproximadamente 50 horas, y mas
particularmente de aproximadamente dos dias. Este marco de tiempo es suficiente para el andlisis detallado de la
expresion génica de los tejidos a partir de biopsias (muestras de tejido) que pueden dar una vision significativa de
los tipos y el progreso de enfermedades tales como el cancer.
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Con referencia a la Figura 2, hay un diagrama de flujo que muestra una realizacion de los métodos para generar el
reactivo de viabilidad celular de acuerdo con la invencién. EI método 200 comprende proporcionar tiocianato de
sodio en el evento 210. El tiocianato de sodio es un cadtropo y se afade al agua purificada y se mezcla a fondo
antes de afadir el quelante EDTA en el evento 220. Después de la mezcladura del EDTA en la solucion, el
modulador metabdlico/penetrante DMSO (dimetilsulfoxido) se afiade a la mezcla en el evento 230.

En el evento 240 se afiade un primer cosmétropo, glicerol, a la formulacion del reactivo. La formulacion se mezcla
hasta que la solucion sea transparente y luego se afiade el componente tampdn de los reactivos en el evento 250. El
tampoén del método mostrando en la Figura 2 es tampodn fosfato sédico (monobasico, PO; tribasico). Este tampdn
asegura que el pH del reactivo de viabilidad celular final sera de alrededor de aproximadamente 7,0 a 7,6 y mas
probablemente de alrededor de 7,2.

En el evento 260 se afiade a la formulacién un segundo cosmaétropo, diferente del primer cosmotropo. El segundo
cosmoétropo en el método 200 es a,a-trehalosa.

En el evento 270, el método 200 comprende, ademas, la adicion de leptina, un sustrato de apoptosis que ayuda en
la prevencion de la apoptosis celular, particularmente de células cancerosas.

En el evento 280, el método 200 proporciona, ademas, mezclar los componentes de la formulacién de reactivo.
Después de cada adicion de componente, se completa la mezcladura para asegurar que cada uno de los
componentes se solubilice dentro de la solucion de reactivo.

TABLA |
Estudio Viabilidad Celular 1 dia (24 Viabilidad Azul Viabilidad/Proliferacion
Grumos Celulares .
horas) Tripano MTT
TAG-1 Sin Grumos de Sin Células Muertas 100%
Células
TAG-2 Pocos Grumos de Muchas Células 53%
Células Muertas
Formalina Células Destruidas Todas las Células 0%
Muertas

La Tabla | anterior muestra la viabilidad de células cancerosas de Ishikawa después de un dia de exposicién a una
realizacion del reactivo conservante con y sin leptina afiadida al reactivo, TAG-1 y TAG-2, respectivamente. TAG-1y
TAG-2, en la Tabla 1, se comparan con la viabilidad de las células cancerosas de Ishikawa cuando se colocan en
una solucién de formalina tamponada al 20%. TAG-1 en la Tabla | comprende tiocianato de sodio, EDTA, tampones,
trehalosa, DMSO, glicerol y leptina. La solucion de TAG-2 que se muestra en la Tabla 1 comprende los mismos
componentes de TAG-1, pero sin la presencia de leptina.

La Tabla 1 muestra la viabilidad de las células cancerosas midiendo la presencia de grumos celulares en las
soluciones, resultados de azul tripano para la indicacion de la presencia de células muertas y la
viabilidad/proliferaciéon de las células utilizando MTT. El ensayo de MTT es un ensayo colorimétrico para evaluar la
viabilidad celular de las enzimas oxidorreductasa celulares dependientes de NAD(P)H en condiciones definidas que
reflejan el numero de células viables presentes. Estas enzimas son capaces de reducir el colorante de tetrazolio a su
formazan insoluble que tiene un color purpura. Las células muertas no provocan este color. El colorante MTT se
afade a las suspensiones celulares y se lee en un ajuste espectrofotométrico de 570 nm y una longitud de onda de
fondo de 630/690 nm. La densidad de células viables y la proliferacion de células en crecimiento se calculan
utilizando una relacién de células muertas (color amarillo) a células vivas (color pdrpura) en una cuadricula definida.
Los resultados mostrados en la Tabla | indican que a las 24 horas de exposicién a los reactivos conservantes, TAG-
1 tiene un 100% de viabilidad, TAG-2 tiene un 53% de viabilidad y la solucidon de formalina tiene un 0% de viabilidad
celular.
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TABLAII
Estudio Viabilidad Celular 8 dias Grumos Celulares Viabilidad Azul Viabilidad/Proliferacion
(192 horas) Tripano MTT
TAG-1 Pocos Grumos de Pocas Células 88,94%
Células Muertas
TAG-2 Grumos de Células > 95% de Células 5%
Difusos Muertas
Formalina Células Destruidas Todas las Células 0%
Muertas

La Tabla Il anterior muestra la viabilidad de las células cancerosas de Ishikawa después de ser expuestas a TAG-1,
TAG-2 o las soluciones conservantes de formalina durante ocho dias. Los reactivos conservantes de la invencion,
TAG-1y TAG-2, son los mismos que los utilizados en el experimento mostrado en la Tabla |. Después de ocho dias
de exposicion a los reactivos conservantes a temperatura ambiente, TAG-1 tiene una viabilidad de 88,94%, TAG-2
tiene una viabilidad celular de 5%, y en la solucion de formalina todas las células estaban muertas. Estos resultados
indican que el o los reactivos conservantes de la invencion son mucho mejores para preservar la viabilidad celular a
lo largo del tiempo que la formalina. Estos resultados también demuestran la importancia de afiadir leptina como un
componente de apoptosis.

Cuando el reactivo se prepara correctamente, actia como conservante del tejido canceroso, manteniendo la
viabilidad celular en el tejido con una viabilidad del 95% durante hasta 24 horas. Se puede lograr una viabilidad de
uno a cinco dias con una viabilidad media de aproximadamente tres dias. El reactivo también ayuda en la inhibicién
o supresion significativa de la apoptosis de células cancerosas en el tejido, controla factores celulares tales como la
hipoxia y ayuda a la inactivacion rapida de enzimas degradantes para proteger la integridad de los tejidos y los
acidos nucleicos.

Ademas, en el espacio de dos horas se observa aproximadamente el 90% de la penetracion del tejido y el rapido
tamponamiento de los componentes quimicos a un pH de 7,2 permite una actividad metabdlica celular maxima de
los componentes reactivos. El reactivo de la invencién permite la modulacion del estrés metabdlico celular mediante
mecanismos bioquimicos que utilizan quimicas caotrépicas, cosmotrépicas, sistemas de tamponamiento, y una
nueva hormona estimulante del cancer leptina que ha demostrado que aumenta el crecimiento de cancer en
pacientes obesos. Al afiadir un crioprotector tal como glicerol a la formulacion de reactivo, el crioprotector actua
como un cosmotropo para la conservacion de proteinas y también imparte estabilidad térmica a la muestra de tejido.

Otro beneficio del reactivo es que el reactivo estabiliza la expresion génica del ARN diana, ARNm, medido por PCR
en tiempo real, y métodos de micro-matrices. También se ha observado una rapida penetracion de los componentes
reactivos en las células y el tejido.

TABLAII

Quimica de Formulacion |Control de RIN 0 horas |RIN 24 horas RIN 72 horas |RIN 120 horas |RIN 170 horas

TAG-1 8,7 8,2 7,9 7,4 6.0
TAG-2 5,1 2,7 1,5 1,1 0
TAG-3 6,7 3,1 1,6 1,3 0
TAG-4 7,2 2,5 2,4 1,8 0
TAG-5 5,8 4,2 1,3 0 0

La Tabla lll muestra los resultados de un estudio de integridad de ARN que compara cinco formulaciones diferentes
del reactivo conservante celular de la invencion. Las células cancerosas de Ishikawa se expusieron o envejecieron
en las diversas formulaciones durante hasta 170 horas antes de extraer el ARN de las células. La formulacion de
TAG-1 comprende leptina y trehalosa, tiocianato de sodio, EDTA, tampones, DMSO, asi como glicerol. La
formulacién de TAG-2 no tenia trehalosa ni leptina presente. La formulacion de TAG-3 no tenia afiadido glicerol,
leptina o trehalosa. La formulaciéon de TAG-4 no tenia DMSO, tampones o leptina. La formulacion TAG-5 no tenia
leptina, trehalosa, tiocianato de sodio ni EDTA.
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Las células de cancer de Ishikawa utilizadas en el estudio que se muestra en la Tabla lll son células de
adenocarcinoma endometrial que se cultivaron en medio DMEM, complementado con suero bovino al 5%. Las
células se sembraron a una densidad de 1 X 10° en una placa de cultivo tisular de 100 mm. Las células se
recogieron utilizando métodos tradicionales y luego se resuspendieron en diversas formulaciones del reactivo
conservante de células de la invencién y se dejaron a temperatura ambiente durante varias cantidades de tiempo.
En diversos puntos, el ARN celular se extrajo utilizando un mini-kit RNeasy y el ARN se analizé en cuanto a calidad
y cantidad utilizando el Bioanalizador Agilent 2000 utilizando los protocolos estandares del fabricante. Los controles
para este estudio fueron archivos de ARN celular purificado.

Los resultados mostrados en la Tabla Il indican que la realizacion preferida de la invencién comprende todos los
elementos que se muestran en la Figura 2. La necesidad de trehalosa y leptina en la formulacion conservante de
células de la invencién se muestra claramente en la Tabla Ill. El Numero de integridad de ARN (RIN) medido por el
analizador de ARN Agilent 2000 tiene una escala de 1 a 10. Se considera que cualquier nimero por debajo de 6
muestra ARN degradado y no fiable que no es util para estudios de expresion génica. TAG-1 es la Unica formulacion
que tiene un numero RIN que se mantiene por encima de 6,0, incluso en el instante de 170 horas. Las
concentraciones finales de la realizacion de la formulacion de TAG-1 de la invencién fueron; tiocianato de sodio 0,01
M, EDTA 0,01 M, Glicerol 0,25 M, Tampones 0,001 M, Leptina 0,001 M, Trehalosa 0,20 M.

El reactivo de la invencion también es compatible con métodos de patologia de tincion estandar. Las células se
trataron en el reactivo TAG-1 durante 24 horas y se tifieron con tincion con hematoxilina y eosina utilizando
protocolos estandares. Las células tefiidas se compararon con células no tratadas que también se tifieron con tincién
de hematoxilina eosina utilizando los mismos protocolos estandares. Las células se examinaron al microscopio en
busca de caracteristicas de la matriz citoplasmica, nuclear y extracelular. En ambos conjuntos de células, los
nucleos se tifieron de azul, mientras que el citoplasma y la matriz extracelular tenian una tincién rosa uniforme. En
resumen, no hubo diferencias significativas con la tincion de las células tratadas con TAG-1 y las células no tratadas
con la quimica de TAG-1.

El reactivo de viabilidad celular comprende un cadtropo, al menos un cosmétropo, un quelante, un tampén, un
modulador metabdlico y un sustrato de apoptosis, en donde el sustrato de apoptosis es leptina y en donde el al
menos un cosmotropo es a,a-trehalosa. Estos componentes del reactivo se encuentran en bajas concentraciones
molares en comparacion con otros conservantes tisulares. Las bajas concentraciones molares de cadétropos actuan
de manera muy diferente y demuestran un efecto muy protector sobre la estabilidad y conservacion de acidos
nucleicos, ademas de tener un impacto importante sobre el metabolismo celular al modificar la distribucién del agua
y el metabolismo si las células se describen aqui. Base para la patente de EE.UU. N° 6.458.546 B1 (Baker). Las
concentraciones finales para el caétropo son de aproximadamente 0,1 molar a aproximadamente 2 molar, para los al
menos dos cosmoétropos son de aproximadamente 0,1 molar a aproximadamente 2 molar para cada los
cosmotropos, el quelante es de aproximadamente 0,1 M aproximadamente 2 molar, y el sustrato de apoptosis es de
aproximadamente 0,001 molar a aproximadamente 0,5 molar. A diferencia de las altas concentraciones molares de
caotropos, que destruyen las células y desnaturalizan proteinas y acidos nucleicos, se ha demostrado que la baja
concentracion de caodtropos es beneficiosa para preservar las muestras de tejido. Ademas, las bajas
concentraciones molares de cosmotropos son muy sinérgicas con bajas concentraciones de cadtropos en la
modificacion del metabolismo celular, protegiendo proteinas y acidos nucleicos. La estabilizacion o6ptima de
macromoléculas bioldgicas (p. €j., células cancerosas) requiere una mezcla de uno o mas aniones cosmotropicos y
una accion caotropica de los siguientes grupos y uno de cada grupo.

En determinadas realizaciones, el cadtropo es SCN- (tiocianato de sodio), los cosmétropos son glicerol y a,o-
trehalosa, el quelante es EDTA, el tampdn es tampon fosfato de sodio (monobasico, PO, tribasico), el sustrato de
apoptosis celular es leptina y el modulador metabdlico es DMSO.

La invencion también describe kits para muestras de biopsia que comprenden un recipiente, el recipiente
configurado para contener un reactivo de viabilidad celular, en el que el reactivo de viabilidad celular permite el
analisis de expresion génica de la muestra de biopsia.

En la mayoria de las realizaciones, el recipiente en el kit es una copa o tubo de amplio tamafio para contener una
muestra de tejido de biopsia, asi como una parte alicuota del reactivo de la invencién. El tubo puede ser un tubo
eppendorf o mas grande, dependiendo del tamafio de la muestra de tejido a analizar. El reactivo en el kit comprende
al menos un cadtropo, al menos un cosmotropo, un quelante, un tampén, un sustrato de apoptosis y un modulador
metabdlico.

En otras realizaciones, la copa comprende una tapa para sellar el reactivo de viabilidad celular en la copa.

En los siguientes ejemplos se proporcionan métodos preferidos para fabricar un reactivo de viabilidad celular para
muestras de tejido, que son muestras de tejido canceroso.

EJEMPLOS

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 684 582 T3

Las siguientes preparaciones y ejemplos se dan para permitir a los expertos en la técnica comprender y poner en
practica mas claramente la presente invencion.

EJEMPLO |

Este ejemplo es una demostracion de una realizacion de los métodos para producir el reactivo para mantener la
viabilidad celular de una muestra de tejido. Las Figuras 3A y 3B son imagenes de una hoja de formulaciéon que
enumera los componentes del reactivo e instrucciones sobre como preparar el reactivo de viabilidad celular para
muestras de biopsia de tejido. En este ejemplo, se esta haciendo un litro de reactivo. Los componentes en la hoja de
formulacién se enumeran en el orden en que se han de afiadir, a excepcion del agua purificada que se mide
inicialmente (50 ml). El caotropo, 8,1 g de tiocianato de sodio, se afiade al agua para dar una concentracion final de
tiocianato de sodio de10% en peso. El tiocianato de sodio se mezcla hasta que la solucién sea transparente.
Después de la adicién del cadtropo, EDTA, se afiade a la solucion el quelante a una concentracion de reserva de 0,1
M. Se afiaden 100 ml de EDTA 0,1 M para dar una concentracion final de EDTA 0,01 M en el reactivo. El EDTA se
mezcla hasta que la solucion sea homogénea. El siguiente componente afiadido a la solucion es el modulador
metabolico, DMSO. Se afiaden 20 ml de DMSO a la solucion para dar el porcentaje final de 2% de DMSO en el
reactivo. Después de anadir el DMSO, la solucion se mezcla hasta que sea homogénea. Luego se afade el primer
cosmotropo, glicerol (25 ml) a la solucion, dando el porcentaje final de glicerol en el reactivo de 2,5%. La solucién se
mezcla de nuevo hasta que sea homogénea. Los componentes de tamponamiento se afaden luego a la solucion.
3,93 g de K3PO4, fosfato de potasio monobasico, se afiaden primero y se mezclan hasta la homogeneidad, seguido
de la adicion de 5,02 g de KzPO., fosfato de potasio tribasico. Una vez que la solucion es homogénea, se afiade a la
solucion el segundo cosmotropo, a,o-trehalosa dihidrato. Se afiaden 7,56 g de trehalosa dihidrato al reactivo. La
solucién se mezcla hasta que sea transparente. EI componente final afiadido a la soluciéon es el sustrato de
apoptosis, leptina humana. Se afiaden 50 microlitros o 0,001 M de leptina a la solucién que luego se mezcla hasta
que sea transparente.

Luego se aflade agua purificada para aumentar el volumen a un litro. Todas las etapas anteriores se llevan a cabo a
temperatura ambiente. El reactivo de viabilidad celular se puede almacenar hasta durante un afio bajo condiciones
ambientales.

La hoja de formulacion de las Figuras 3A y 3B, asi como este ejemplo, es una excelente representacion de una
realizacion de los métodos para producir el reactivo de tejido celular viable, asi como un buen ejemplo de los
componentes que comprenden reactivo de tejido celular viable de acuerdo con la invencion.

EJEMPLO Il

El Ejemplo Il es un estudio de una realizacion de la eficacia del reactivo conservante de células de tejido en la
conservacion de células LNCa-FGC y células PC-3. Los resultados para conservar células LNCa-FGC en reactivo
TAG-1 en comparacién con soluciones de resuspension celular estandar se muestran en la Figura 4. Los resultados
para la conservacion de células PC-3 en reactivo TAG-1 en comparacién con soluciones de resuspension celular
estandar se muestran en la Figura 5.

Las lineas celulares de prostata humana DU145, PC-3 y LNCaP-FGC se adquirieron de American Type Collection
(Manassas Virginia, EE.UU.). Las células DU145 se cultivaron en medio DMEM complementado con PBS al 10%
mas penicilina (100 unidades/ml) y estreptomicina (100 ul/ml). Las células PC-3 y LNCaP-FGC se cultivaron en
medio RPMI 1640 complementado con suero bovino fetal (FBS) al 10% y penicilina (100 unidades/ml) y
estreptomicina (100 ul/ml). Las células se cultivaron en placas de cultivo tisular hasta una confluencia de
aproximadamente 70%. Las células se recogieron a continuacion por métodos tradicionales y se resuspendieron en
una realizacion del reactivo conservante de células, TAG-1, o una solucién control, tal como K:EDTA, 20% de
formalina, o solucién salina con timerosal.

El estudio utilizando células LNCa-FGC comparo¢ la efectividad de conservaciéon de TAG-1, una solucién de solucion
salina de timerosal y solucion de K:EDTA. Las células se resuspendieron en TAG-1 o en las soluciones de control y
se dejaron envejecer durante hasta 100 horas. La solucion de TAG-1 se dejé a 25°C, mientras que la solucion de
K2EDTA se mantuvo a 4°C. En varios instantes, 0 h, 24 h, 48 h, 72 hy 100 h, el ARN fue extraido de las células
envejecidas para determinar la integridad del ARNm de cada muestra. La Figura 4 es un grafico que muestra la
comparacion de las células cancerosas envejecidas en el reactivo TAG-1 o las dos soluciones de control. Las copias
de ARNm de G6PDH se detectaron para cada uno de los instantes utilizando rtPCR. La Figura 4 muestra que la
solucion de TAG-1 mantuvo el ARNm/células viables mejor que las soluciones de control. Las soluciones de control
no mostraron copias de G6PDH en el instante de 48 h o incluso antes. La solucién de TAG-1 todavia podia tener
células viables con ARNm intacto incluso a las 100 horas.

El estudio utilizando células PC-3 (Figura 5) comparado con la eficacia de conservacion de TAG-1, una solucion
salina/timerosal, y solucion de K;EDTA. Las células se resuspendieron en TAG-1 o en las soluciones de control y se
dejaron envejecer durante hasta 100 horas. La solucion de TAG-1 se dejé a 25°C, mientras que la solucién de
K2EDTA se mantuvo a 4°C. En varios instantes, 0 h, 24 h, 48 h, 72 hy 100 h, el ARN fue extraido de las células
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envejecidas para determinar la integridad del ARNm de cada muestra. La Figura 5 es un grafico que muestra la
comparacion de las células cancerosas envejecidas en el reactivo TAG-1 o las dos soluciones de control. Las copias
del ARNm de PBGD se detectaron para cada instante utilizando rtPCR. La Figura 5 muestra que la solucion de TAG-
1 mantuvo el ARNm/células viables mejor que las soluciones de control. Las soluciones de control mostraron casi
ninguna copia de PBGD en el instante de 48 h. La solucion de TAG-1 todavia podia tener células viables con ARNm
intacto, incluso a las 100 horas.

El estudio utilizando células de cancer renal compara una de las realizaciones del reactivo de conservacion de la
invencion con otras dos soluciones, siendo una de ellas 20% de formalina y siendo la otra una K:EDTA con una
solucion de tiocianato de sodio. Las células de cancer renal se cultivaron y se recogieron de una manera similar a
las lineas celulares de cancer de prostata arriba utilizadas. Las células se envejecieron después durante hasta 100
horas en cualquiera de TAG-1, 20% de formalina o K;zEDTA con una solucion de tiocianato de sodio.

La Figura 6 muestra un grafico de las copias del ARNm de G6PDH en las células cancerosas renales envejecidas
detectadas por rtPCR a lo largo del tiempo (0 h, 24 h, 48 h, 72 h y 100 h). Las células envejecidas en la solucion de
formalina no tienen copias detectables de G6PDH a las 48 horas y las células envejecidas en K:EDTA mas
tiocianato de sodio no tienen ARNm detectable de G6PDH a las 72 horas. Las células envejecidas en la formulacion
de TAG-1 todavia tienen ARNm detectable a las 100 horas.

La formulacion de TAG-1 para estos experimentos comprendia leptina, trehalosa, tiocianato de sodio, EDTA,
tampones, DMSO vy glicerol. Las concentraciones finales de la formulacion fueron tiocianato de sodio 0,01 M, EDTA
0,01 M, glicerol 0,25 M, tampones 0,001 M, leptina 0,001 M, trehalosa 0,20 M.

EJEMPLO llI

El Ejemplo Il es un estudio que muestra la eficacia de conservacion celular de tener trehalosa y leptina en una de
las realizaciones del reactivo conservante de células de tejido de acuerdo con la invencion. Se utilizaron células de
cancer renal para comparar las copias del ARNm de G6PDH presentes a lo largo del tiempo (0 h, 24 h, 48 h, 72 hy
100 h) para tres formulaciones, TAG-1, TAG-1 sin trehalosa y TAG-1 sin trehalosa y leptina. Las muestras se
dejaron a temperatura ambiente antes de extraer el ARNm de las células renales. La Figura 7 muestra un grafico de
la comparacion de las tres formulaciones del nimero de copias de ARNm de G6PDH presente después de que las
células cancerosas renales hayan sido envejecidas (resuspendidas en la solucién conservante) en una de las tres
soluciones de reactivo conservantes de células. La Figura 7 muestra claramente la efectividad de tener tanto
trehalosa como leptina en la formulacion conservante de células. TAG-1 sin trehalosa y TAG-1 sin trehalosa y leptina
no muestran copias de ARNm de G6PDH en el instante de 48 horas, mientras que las copias de ARNm de G6PDH
se detectan en las células resuspendidas en la formulacién de TAG-1 incluso en el instante de 100 horas.

La formulacion de TAG-1 para estos experimentos comprendia leptina, trehalosa, tiocianato de sodio, EDTA,
tampones, DMSO vy glicerol. Las concentraciones finales de la formulacion fueron tiocianato de sodio 0,01 M, EDTA
0,01 M, glicerol 0,25 M, tampones 0,001 M, leptina 0,001 M, trehalosa 0,20 M.

EJEMPLO IV

El Ejemplo IV es un estudio de micromatrices que compara patrones de expresion génica de tejido congelado
instantaneamente bajo nitrogeno liquido (LN2) con tejido mantenido en una realizacion de la invencion, la
formulacién conservante de células TAG-1. La expresion del gen de ARNm se completé en una matriz 4-plex de
Roche, genes 19K. La hibridacion y el rastreo se realizé a través del servicio interno de expresion génica de Roche
utilizando ARNm de células cancerosas de Ishikawa proporcionadas por Truckee Applied Genomics. Los resultados
se analizaron extrayendo fluorescencia de la matriz después del alineamiento utilizando la normalizacion de
cuartiles. Las llamadas al gen se generaron utilizando el algoritmo Robust Multichip Average (RMA). Las
comparaciones por pares se visualizaron en graficos de dispersion, y todos los tratamientos se compararon
mediante agrupamiento jerarquico, ambos métodos estandar para la visualizacion de datos en matriz. El control de
calidad de la matriz se logré6 comparando las distribuciones de expresion en 10 matrices sin valores atipicos
aparentes.

La Tabla IV que figura a continuacion muestra el disefio experimental de micromatrices. El tejido se envejecié en
TAG-1 o se almacené durante el tiempo especificado en LN..

TABLA IV
| Oh . 24h . 48h . 72h . 96h

TAG-1 . N=t . N=t . N=t . N=t . N=t

LN, . N=1 . N=t . N=t CN=t CN=t

13




10

ES 2 684 582 T3

La matriz de correlacion por pares se muestra a continuacion en la Tabla V en forma tabular y grafica. Los grupos
experimentales se agruparon entre si y, en general, mostraron una buena correlacion interna.

TABLAV

LN20 h

LN2
24 h

LN2
48 h

LN2
72 h

LN2
96 h

TAGOh

TAG
24 h

TAG
48 h

TAG
72 h

TAG
96 h

LN2
Oh

1
0,987

0,984

0,981

0,975

0,971
0,94

0,922

0,873

0,89

LN2
24 h

0,987
1

0,99

0,991

0,982

0,974
0,951

0,929

0,881

0,895

LN2 LN2
48 h 72 h
0,984 0,981
0,99 0,991
1 0,992
0,992 1
0,984 0,986
0,97 0,966
0,947 0,946
0,925 0,926
0,876 0,877
0,891 0,892

LN2 TAG TAG
96 h Oh 24 h
0,975 0,971 0,94
0,982 0,974 0,951
0,984 0,97 0,947
0,986 0,966 0,946
1 0,954 0,94
0,954 1 0,96
0,94 0,96 1
0,918 0,934 0,97
0,886 0,871 0,918
0,897 0,885 0,926

TAG
48 h

0,922
0,929

0,925

0,926

0,918

0,934
0,97

0,951

0,965

TAG TAG
72 h 96 h
0,873 0,89
0,881 0,895
0,876 0,891
0,877 0,892
0,886 0,897
0,871 0,885
0,918 0,926
0,951 0,965
1 0,982
0,982 1

Modelos de regresion- Para cada uno de los 24.000 genes y cada uno de los dos grupos experimentales, se ajusto

un modelo de regresién lineal, con el tiempo como la variable independiente y la expresion como la variable
dependiente. EI modelo proporciond una pendiente y un valor p asociado para cada uno de los genes. Las
pendientes y los valores p se resumen en la Tabla VI que figura a continuacion.

TABLA VI
Genes P< 0,05 Genes P< 0,01 Genes P< 0,001
TAG-1 5811 1696 197
LN2 3101 786 85
Interseccion 825 66 0
Genes P< 0,05 Genes P< 0,05 Genes P<0,05
Pendiente > 0 Pendiente < 0 Total
TAG-1 2597 3214 5811
LN2 1541 1560 3101
Pendiente Absoluta, Todos los Genes
(Mediano, Cuartil Primero a Tercero)
TAG-1 0,13 (0,009 a 0,23)
LN2 0,09 (0,04 a 0,15)
Unidades para la pendiente = log2 unidades de expresion al dia
TAG-1 7% (6% a 13,1%)
LN2 6% (3% a 11%)

Unidades para la pendiente = porcentaje de cambio al dia

Variacion a Través del Tiempo - Para cada uno de los 24.000 genes y cada uno de los dos grupos experimentales,

se calculd la desviacion estandar y el coeficiente de variacion a lo largo de los cinco instantes, véase la TABLA VI
que figura a continuacion. Estos resultados fueron consistentes con los resultados del modelo de regresion que se

muestran en la TABLA VI anterior.
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TABLA VII

Mediana de Desviacion Estandar en el Tiempo del
Gen (Primer a Tercer Cuartil)

Mediana del Coeficiente de Variacion en el Tiempo del
Gen (Primer a Tercer Cuartil)

'TAG-1 {0,484 (0,210 a 0,421) 32,8% (15,0% a 28,1%)

LN2  |0,277 (0,199 a 0,376) 119,0% (13,7% a 25,7%)

Las diferencias medias de los dos conjuntos se muestran en la TABLA VIII que figura a continuaciéon. En general,
aunque hubo una diferencia de medias significativa entre los grupos, LN2 y TAG-1, las diferencias estuvieron bien
equilibradas entre las diferencias positivas y negativas.

La congelacion de los tejidos en nitrogeno liquido es el patron de oro para mantener el tejido celular intacto. Los
experimentos anteriores comparan la efectividad del almacenamiento de tejido en TAG-1 frente a nitrégeno liquido.
Los resultados anteriores indican que la expresion del gen no se excede por arriba o por abajo en las células
almacenadas en TAG-1 en comparacion con las almacenadas en nitrdgeno liquido, lo que indica que TAG-1, a lo
largo del periodo de prueba era equiparable al almacenamiento de nitrégeno liquido para conservar la integridad
celular en el nivel de expresion génica.

La formulacion de TAG-1 para estos experimentos comprendia leptina, trehalosa, tiocianato de sodio, EDTA,
tampones, DMSO vy glicerol. Las concentraciones finales de la formulacion fueron tiocianato de sodio 0,01 M, EDTA
0,01 M, glicerol 0,25 M, tampones 0,001 M, leptina 0,001 M, trehalosa 0,20 M.

EJEMPLO V

El Ejemplo V es un estudio para evaluar el comportamiento de los medios en cultivos en rodajas de tejidos de vejiga
y cancer de prostata ex vivo. Tejidos de tumor de vejiga y prostata se almacenan durante diversos periodos de
tiempo a temperatura ambiente en una realizaciéon de la invencion, TAG-1. La viabilidad de corte a lo largo del
tiempo se evallua mediante el examen de la morfologia del tejido con microscopia estandar, ensayo de MTT para la
viabilidad celular, ensayo TUNEL para la apoptosis y evaluacion de proliferacion Ki67 utilizando la inmunotincion.
Los experimentos de matriz de expresion génica también se incluiran en la evaluacion de la viabilidad de los tejidos
cancerosos.

Se realizaran comparaciones de cultivos en rodajas utilizando un sistema de membrana en el que se mantendran
rodajas de tejido (400-800 micras de espesor) mediante el acceso a TAG-1 a través de una membrana que cubre un
pocillo. El protocolo optimizado con TAG-1 se probara con medicamentos de quimioterapia y muestras clinicas.

La metodologia general comprende obtener muestras de tejido de cancer de vejiga y de préstata de ratones NSG-
PDX JAX o nucleos de biopsia de cancer de pacientes. El tejido se procesara como rodajas o como bloques
cortados, y se cultivara en placas de cultivo en una matriz tridimensional o en una membrana. Las rodajas normales
de tejido de los mismos pacientes serviran como controles para determinar las diferencias en el comportamiento del
cancer y el tejido normal. Ademas, se analizaran células mononucleares de sangre periférica (CMSP) aisladas para
determinar su correlacion con el comportamiento de células tumorales. Las muestras de tejido se ensayan a
diversos intervalos de tiempo de hasta ocho dias en soluciones de solucién salina/timerosal estandar, solucion de
Ko:EDTA 'y TAG-1 para la comparacion de TAG-1 a los protocolos de almacenamiento estandar.

La formulacion de TAG-1 para estos experimentos comprendia leptina, trehalosa, tiocianato de sodio, EDTA,

tampones, DMSO vy glicerol. Las concentraciones finales de la formulacion fueron tiocianato de sodio 0,01 M, EDTA
0,01 M, glicerol 0,25 M, tampones 0,001 M, leptina 0,001 M, trehalosa 0,20 M.
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REIVINDICACIONES

1. Un reactivo para una muestra de tejido canceroso extirpado quirdrgicamente para permitir el analisis de la
expresion génica, comprendiendo el reactivo los componentes de:
al menos un caodtropo;

al menos un cosmaétropo;

un quelante;

un tampon;

un sustrato de apoptosis, y

un modulador metabdlico;

en donde el sustrato de apoptosis es leptina; y

en donde el al menos un cosmaétropo es a,a-trehalosa.

2. El reactivo de la reivindicacién 1, en donde la concentracion final para el al menos un castropo es de 0,1 molar a 2
molar, la concentracion final para el al menos un cosmétropo es de 0,1 molar a 2 molar, la concentracion final para el
quelante es de 0,1 molar a 2 molar, y la concentracion final para el sustrato de la apoptosis es de 0,001 molar a 0,5
molar.

3. El reactivo de la reivindicacion 1, en donde el quelante se encuentra en una concentracion final de al menos 0,01
M.

4. El reactivo de la reivindicacién 2, en donde el al menos un cadétropo es tiocianato de sodio, el al menos un
cosmotropo es una combinacion de glicerol y a,o-trehalosa, el quelante es EDTA, el tampdn es fosfato de sodio y el
modulador metabdlico es DMSO.

5. El reactivo de la reivindicacion 1, en donde el cadtropo se selecciona del grupo que consiste en tiocianato de
sodio, H,PO4, HCO3, I, CI, NO3', NH4, Cs, K, (NH4)C+ guanidinio, todas las sales de guanidinio, Br y Rb.

6. El reactivo de la reivindicacion 1, en donde un cosmotropo adicional se selecciona del grupo que consiste en
glicerol, trimetilamina N-6xido, ectoina, 3-dimetilsulfoniopropionato, glucosa, dextrano y D-lactosa.

7. El reactivo de la reivindicacion 1, en donde el quelante se selecciona del grupo que consiste en EDTA, EGTA y
BABTA.

8. El reactivo de la reivindicacion 1, en donde el tampdn se selecciona del grupo que consiste en fosfato de potasio
monobasico y fosfato de potasio tribasico, BIS-TRIS, BIS-TRIS propano, HEPES, sal sddica HEPES, MES, sal
soédica MES, MOPS, sal sédica MOPS, sal sédica y tampodn fosfato de sodio.

9. El reactivo de la reivindicacion 1, en donde el modulador metabdlico se selecciona del grupo que consiste en
disolventes aproticos polares, DMSO, acetona, N,N-dimetilformamida y acetonitrilo.

10. Un método de producir un reactivo para la estabilizacion, conservacion y viabilidad de tejido canceroso que ha
sido quirirgicamente extirpado, comprendiendo el método:

proporcionar al menos un caotropo;
proporcionar al menos un cosmétropo;
proporcionar un quelante;

proporcionar un tampon;

proporcionar un sustrato de apoptosis;
proporcionar un modulador metabdlico; y

mezclar el caétropo, cosmotropo, quelante, tampon, sustrato de apoptosis y el modulador metabdlico en un
orden especifico para permitir el analisis de la expresion génica de la muestra de tejido canceroso extirpado
quirdrgicamente dispuesta en el reactivo;

en el que el sustrato de apoptosis es leptina; y
en el que el al menos un cosmaétropo es a,a-trehalosa.

11. El método de la reivindicacién 10, en el que la concentracién final del caétropo es de 0,1 molar a 2 molar, la
concentracion final para del cosmétropo es de 0,1 molar a 2 molar, la concentracion final del quelante es de 0,1 M a
2 molar, y la concentracion final para el sustrato de la apoptosis es de 0,001 molar a 0,5 molar.
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12. El método de la reivindicacién 10, en el que la concentracion final del quelante es de al menos 0,01 M.

13. El método de la reivindicaciéon 10, en el que el cadtropo se selecciona del grupo que consiste en tiocianato de
sodio, H,PO4, HCOs3, I, CI, NO3', NH4, Cs, K, (NH4)C+ guanidinio, todas las sales de guanidinio, Br y Rb.

14. El método de la reivindicacion 10, en el que un cosmétropo adicional se selecciona del grupo que consiste en
glicerol, trimetilamina N-6xido, ectoina, 3-dimetilsulfoniopropionato, glucosa, dextrano y D-lactosa.

15. El método de la reivindicacion 10, en el que el quelante se selecciona del grupo que consiste en EDTA, EGTA y
BABTA.

16. El método de la reivindicacion 10, en el que el tampon se selecciona del grupo que consiste en fosfato de potasio
monobasico y fosfato de potasio tribasico, BIS-TRIS, BIS-TRIS propano, HEPES, sal sddica HEPES, MES, sal
sédica MES, MOPS, sal sédica MOPS, sal sédica y tampodn fosfato de sodio.

17. El método de la reivindicacion 10, en el que el modulador metabdlico se selecciona del grupo que consiste en
disolventes aproticos polares, DMSO, acetona, N,N-dimetilformamida y acetonitrilo.
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Agua

Pag ina 1
Lista de Materiales
. Lote Parte Fecha Cantidad Cantidad “erificado
Avrticulo Mamero Mamero Exp.  por 1000 ml Utilizada Operario
por
Tiecianato de Sodio £1 g
EDTA D4 M THI |
[Agua Purificada USF {Intreducir Fecha Lote N7 Lz 1000 ml
| D=0 it ml
Glicerol 23 tal
K.1P04 Fosfato de Potasio Monobasico 393 em
K3P04 Fosfato de Potasio Tribasico 302 gm
Trehalosa dihidrato .50 =m
Leptina Ml

Texto

Calculos realizados por ... Caloulos verificados por.......

Fecha Operario

1. Asignar una fecha de expiracion de 1 afio desde fecha de inicio Fecha expiracion

Registrar el volumen preparado

Fecha de inicio | -

Expedido por ..
Fecha )

Todas las Pacinas Adiuntas 51 Mo
Lote N* Correctas todas |as Paginas Si - Ne

Fecha expoiracion Correcta Si .,

Documentacion Verifizcada por

Fecha Werificada

Figura 3A
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Texto

Fecha

Operario

2. Afiadir 50 ml de Agus Purificada USF 3 un recipiente de tamafio apropiaJ:IJ

Tiempo agua afadida

3. Afadir 8,1 g da Tiocianato de Sodio v mezclsr hasta transparencia

Tiempo inicio mezcladura

Tiempo parada mezcladura
& Afadir 100 ml de EDTA 0,1 M v mezclar hasta que solucifon

=23 homogénas
Tiempo inicio mezcladura

Tiempo parada mezcladura

% Anadir 20 ml d2 DMSO v mezolsr hasta que solucicn sea homogénes

Tiempo inicio mezcladura
Tiempo inicio mezcladura

Tiempo parada mezcladura

G, Afadir 25 ml de Glicerol y mezolar hasta gue solucitn s=a homogénsa
Tiempo iniciie mezcladura

Afiadir 3,53 g d= Fosfato d= Potasio Tiempo parsds mezcladurs

7. . Monobasico mezolar hasta solucion sea
homogénsa
& Anadir 5,02 gramos de KIPO4 Fosfato
de Potasio Tribdsico

Tiempo inicic mezcladurs
Tiempo parada mezcladura
Tiempo inicio mezcladura

Tiempo parada mezcladura

Tiempo inicio mezcladura )

o Afiadir T 85 g de Trehalosa dihidrato mezclsr
hasta solucion s23 homogénsa

10. Afadir 50 pl d= Lepting Humana
Mezclar hasta solucion s23 homogansa

Tiempo parada mezcladura

Tiempo inicio mezcladura

Tiempo parada mezcladura

11. ({Etiguetar como Siguse)

Truckee Applied Cenomics

Sistema de Conservacion de Tejidos TAG-1
Lote N Fecha Exp.

12. Cs hasta 1000 ml con Agua DIUF

Recibido por Fecha
‘Comentarios -

Figura 3B
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