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DESCRIPCION

Kit-reactivo para preparar una disolucién muestra para la reaccion de amplificacidn de dcido nucleico y método de
deteccidn de 4cido nucleico usando la disolucion de tratamiento.

Campo técnico

La presente invencidn se refiere a un método para detectar un acido nucleico diana, que comprende usar la diso-
lucién de tratamiento. Ademds, la presente invencion se refiere a un kit para amplificar un dcido nucleico diana, que
comprende la disolucién de tratamiento.

Antecedentes

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es un método de amplificacién de un 4cido nucleico en el que
puede amplificarse exponencialmente un fragmento de ADN diana llevando a cabo repetidamente la disociacién de
una cadena de ADN para dar una cadena sencilla, posteriormente la unién, a la cadena de ADN, de un cebador
correspondiente a una region especifica en la cadena, y reaccién de sintesis de ADN con una ADN polimerasa. Ademas
del método de PCR, hay métodos de amplificacién de dcido nucleico tales como RT-PCR (reaccién en cadena de
la polimerasa con transcriptasa inversa), NASBA (amplificacién basada en la secuencia de dcido nucleico), LAMP
(amplificacién de ADN isotérmica mediada por bucle), TMA (método de amplificaciéon mediada por transcripcién) y
3SR (replicacion de secuencias autosostenida).

La reaccién de amplificacién de un dcido nucleico en los métodos de amplificacion de 4cido nucleico mencionados
anteriormente es sensible a la influencia de una sustancia que inhibe la reaccién de amplificacion de dcido nucleico,
tal como una proteina (denominado a continuacién en el presente documento, inhibidor) contenida en una muestra
biolégica, y la reaccién de amplificacién de dcido nucleico se inhibe por el inhibidor. En consecuencia, es necesaria
la operacién de extraccion o purificaciéon de un componente de dcido nucleico tal como ADN o ARN a partir de una
muestra bioldgica antes de la deteccién de un dcido nucleico mediante el método de amplificacién de dcido nucleico.
Sin embargo, la operacién de extraccién o purificacién de un componente de dcido nucleico es problemadtica y requiere
mucho tiempo. Como métodos que pueden amplificar un 4cido nucleico diana sin realizar la operacion de extraccion
o purificacién de un componente de 4cido nucleico, se conocen métodos descritos en la solicitud de patente estadou-
nidense abierta a consulta al publico nimero 2005/0089857 (WO0070073) o el documento internacional abierto a
consulta por el publico nimero 00/08136 (WO0008136).

La solicitud de patente estadounidense abierta a consulta al ptblico nimero 2005/0089857 citada anteriormente
describe un método de amplificacién de un acido nucleico diana, que comprende tratar una muestra bioldgica con una
disolucién que contiene una sal que interacciona con un inhibidor con el fin de reducir la influencia del inhibidor.

El documento internacional abierto a consulta por el piblico nimero 00/08136 citado anteriormente describe un
método de amplificacién de un dcido nucleico a partir de un microorganismo presente en una muestra tal como heces,
que comprende lavar la muestra con un disolvente orgdnico para eliminar un inhibidor. Especificamente, cuando la
muestra es heces, se suspenden las heces en una disolucién tampén adecuada, y se centrifuga la suspensién resultante
para eliminar sélidos grandes, y se recoge su sobrenadante. Se centrifuga el sobrenadante obtenido, y se descarta el
sobrenadante resultante, y se lavan los precipitados residuales afiadiendo un disolvente orgénico y centrifugando los
precipitados, y se recuperan microorganismos como precipitados y se usan como una muestra para amplificacién de
dcido nucleico. El documento internacional abierto a consulta por el ptblico nimero 00/08136 citado anteriormente
describe que pueden usarse como disolvente orgdnico disolventes orgdnicos hidréfilos tales como etanol, metanol,
2-propanol, propanona (acetona), etanonitrilo (acetonitrilo) y dimetilsulféxido (DMSO) o disolventes orgdnicos an-
fipaticos tales como butanol, 2-butanol y acetato de etilo. El documento internacional abierto a consulta al piblico
nimero 00/08136 también describe que la muestra puede ser tejidos recogidos quirdrgicamente del organismo vivo,
una muestra sélida tal como un tejido se homogeneiza de manera deseable para facilitar el lavado, y un dcido nucleico
como objeto de amplificacién no se limita particularmente a un gen de un microorganismo patégeno o un gen derivado
del organismo vivo.

Sin embargo, en el método en el documento internacional abierto a consulta al publico nimero 00/08136, se usa
como muestra un tejido derivado de un organismo vivo, y cuando ha de amplificarse un dcido nucleico derivado del
tejido pero no un 4cido nucleico en un microorganismo presente en el tejido, surge ahi un problema que cuando
el tejido homogeneizado se lava con el disolvente orgdnico mencionado anteriormente, se elimina el 4cido nucleico
objetivo junto con un inhibidor, reduciendo asi la cantidad de dcido nucleico que puede recuperarse.

El documento W02004072270 da a conocer un método para detectar dcido nucleico usando una disolucién de
enjuague, que contiene un disolvente miscible en agua y DMSO, y una disolucién de homogeneizacién, que contiene
un tensioactivo. En este documento, las muestras de ARN se afslan de los tejidos tras los tratamientos mediante la
disolucién de enjuague y mediante la disolucién de homogeneizacion sin emplear una amplificacién directa ni una
etapa de deteccion.
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Sumario

El alcance de la presente invencion se define tinicamente por las reivindicaciones adjuntas, y no se ve afectada en
grado alguno por las declaraciones dentro de este sumario.

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un método para detectar un 4cido nucleico diana, que com-
prende las etapas de: preparar una disolucién de muestra para la reaccién de amplificacidon de dcido nucleico tratando
una muestra bioldgica con una disolucién de tratamiento que contiene dimetilsulf6xido, conteniendo la disolucién de
muestra dcido nucleico que se transfiere desde la muestra bioldgica; amplificar el 4cido nucleico diana contenido en la
disolucién de muestra; y detectar el dcido nucleico diana amplificado.

Un segundo aspecto de la presente invencién se refiere a un kit de reactivos para amplificar un 4cido nucleico diana,
que comprende: un primer reactivo para tratar una muestra bioldgica, que comprende una disolucién de tratamiento que
contiene dimetilsulféxido; y un segundo reactivo para la reaccién de amplificacion de dcido nucleico, que comprende
desoxirribonucleétidos trifosfato, una ADN polimerasa y un cebador que es complementario al 4cido nucleico diana.

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 es una grafica que muestra los resultados en el ejemplo 1.

La figura 2 es una grafica que muestra los resultados en el ejemplo 2, en el que se usé el ganglio linfatico como
muestra bioldgica.

La figura 3 es una grafica que muestra los resultados en el ejemplo 2, en el que se usé el ovario como muestra
bioldgica.

La figura 4 es una grafica que muestra los resultados en el ejemplo 2, en el que se usé el rifién como muestra
bioldgica.

La figura 5 es una gréfica que muestra los resultados en el ejemplo 2, en el que se usé el pulmén como muestra
biolégica.

La figura 6 es una gréfica que muestra los resultados en el ejemplo 2, en el que se usé el higado como muestra
bioldgica.

La figura 7 es una grafica que muestra los resultados en el ejemplo 2, en el que se usé el corazén como muestra
bioldgica.

La figura 8 es una gréifica que muestra los resultados en el ejemplo 2, en el que se usé el bazo como muestra
bioldgica.

La figura 9 es una grafica que muestra los resultados en el ejemplo 2, en el que se usé el estémago como muestra
bioldgica.

La figura 10 es una grifica que muestra los resultados en el ejemplo 2, en el que se usé el colon como muestra
biolégica.

Descripcion de las realizaciones preferidas

La disolucidén de tratamiento para preparar una disolucién de muestra para la reacciéon de amplificacion de 4cido
nucleico contiene dimetilsulf6xido (DMSO) con el fin de reducir la influencia de un inhibidor. Una disolucién de
muestra preparada tratando una muestra biolégica con la disolucién de tratamiento para transferir un acido nucleico
contenido en la muestra biolégica a la disolucién de tratamiento se usa en la reaccién de amplificacién de un acido
nucleico, mediante la cual puede recuperarse eficazmente el dcido nucleico incluso si se deriva de un tejido, y puede
reducirse eficazmente la influencia de un inhibidor durante la amplificacién de 4cido nucleico.

La disolucién de tratamiento es una disolucion obtenida disolviendo dimetilsulféxido (DMSO) en disolvente acuo-
so. La concentracién de DMSO en la disolucién de tratamiento es preferiblemente del 1 al 50% (v/v), mds preferible-
mente del 5 al 30% (v/v), todavia més preferiblemente del 10 al 25% (v/v). La disolucién de tratamiento que contiene
DMSO a la concentracién se usa para tratar una muestra bioldgica preparando asi una disolucién de muestra para la
amplificacién de dcido nucleico, y la disolucién de muestra se usa en la reaccién de amplificacién de un dcido nucleico,
mediante la cual puede reducirse una posible disminucion de la actividad enzimadtica en la reaccién de amplificacién de
acido nucleico, y puede reducirse eficazmente la influencia de un inhibidor durante la amplificacién de dcido nucleico.

Para evitar la degradacién de un 4cido nucleico contenido en la disolucién de muestra, se usa de manera deseada
una disolucién de tratamiento 4cida que es inferior a pH 7,0. El pH de la disolucién de tratamiento es preferiblemente
de 2,5 a 5,0, mds preferiblemente de 3,0 a 4,0.
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El disolvente acuoso incluye agua y una disolucién tampdn. Por ejemplo, la disolucién tampdn que permite que el
pH de la disolucién se mantenga dcido puede usarse como disolvente acuoso para preparar la disolucién de tratamiento
acida.

La disolucién de tratamiento contiene ademds un tensioactivo con el fin de aumentar la cantidad de un dcido
nucleico contenido en la disolucién de muestra para la reaccién de amplificacion de acido nucleico. El tensioactivo
contenido en la disolucién de tratamiento es preferiblemente un tensioactivo no i6nico. Entre diversos tensioactivos no
i6nicos se prefiere un tensioactivo no iénico a base de polioxietileno. El tensioactivo no iénico a base de polioxietileno
es de manera particularmente preferible un tensioactivo representado por la siguiente férmula general:

R1-R2 - (CH,CH,O)n - H

en la que R1 representa un grupo alquinilo, un grupo alquenilo, un grupo alquilo C10 a C22 o un grupo isooctilo; R2
representa -O- 6 -(C4H,)-O-; y n es un nimero entero de 8 a 120.

Ejemplos preferidos del tensioactivo no iénico a base de polioxietileno incluyen éter laurilico de polioxietileno,
éter cetilico de polioxietileno, éter oleilico de polioxietileno, éter miristilico de polioxietileno, éter estearilico de polio-
xietileno, éter nonilfenilico de polioxietileno y éter isooctilfenilico de polioxietileno. La concentracién del tensioactivo
en la disolucién de tratamiento se selecciona de modo que se sea una concentracién preferible dependiendo del tipo
del tensioactivo usado. Por ejemplo, la concentracidn del tensioactivo no idnico, en la disolucién de tratamiento es pre-
feriblemente del 0,1 al 6% (v/v), mas preferiblemente del 1 al 5% (v/v). La disolucién de tratamiento puede contener
también una agente desespumante junto con el tensioactivo.

La muestra bioldgica no estd particularmente limitada. Por ejemplo, la muestra biolégica incluye tejidos tales
como ganglios linfaticos o sangre completa, plasma, suero, orina, saliva, secreciones y fluido corporales recogidos de
organismos vivos tales como seres humanos o animales. La muestra bioldgica también incluye tejidos cultivados y
células cultivadas obtenidas mediante el cultivo de tejidos o células recogidos de seres humanos o animales. Ademas,
la muestra bioldgica incluye muestras derivadas de no animales tales como plantas y microorganismos.

La disolucién de muestra para la reacciéon de amplificacién de 4dcido nucleico es una disolucién obtenida mez-
clando una muestra bioldgica con la disolucién de tratamiento, y contiene un dcido nucleico que sirve como molde
en la reaccién de amplificacién de 4cido nucleico. Para su uso en la reaccién de amplificacién del dcido nucleico, la
disolucidn de muestra se mezcla con reactivos para la reaccién de amplificacién de dcido nucleico. Los reactivos pa-
ra la reaccién de amplificacién de acido nucleico incluyen desoxirribonucleétidos trifosfato, enzimas tales como una
ADN polimerasa y ARN transcriptasa inversa, al menos una clase de cebador que es complementario al 4cido nucleico
diana, y una disolucién tampén dando condiciones preferibles a la reaccién enzimatica. Ademas, los reactivos para
la reaccién de amplificacién de dcido nucleico pueden combinarse con la disolucién de tratamiento para constituir un
kit de reactivos para amplificar un dcido nucleico diana. Por ejemplo, cuando el kit de reactivos comprende un primer
reactivo para tratar una muestra bioldgica y un segundo reactivo para la reaccién de amplificacién de 4cido nuclei-
co, el primer reactivo comprende una disolucién de tratamiento que contiene dimetilsulféxido y el segundo reactivo
comprende desoxirribonucledtidos trifosfato, enzimas tales como una ADN polimerasa y ARN transcriptasa inversa y
un cebador que es complementario al dcido nucleico diana. Para constituir el segundo reactivo, puede combinarse un
reactivo de un primer grupo que contiene desoxirribonucleétidos trifosfato y enzimas tales como una ADN polimerasa
y ARN transcriptasa inversa con un reactivo de un segundo grupo que contiene un cebador que es complementario al
acido nucleico diana. Ademas, puede combinarse un reactivo de un primer grupo que contiene desoxirribonucleétidos
trifosfato y un cebador que es complementario al 4cido nucleico diana con un reactivo de un segundo grupo que con-
tiene enzimas tales como una ADN polimerasa y ARN transcriptasa inversa. Ademads, puede combinarse un reactivo
de un primer grupo que contiene desoxirribonucleétidos trifosfato con un reactivo de un segundo grupo que contiene
enzimas tales como una ADN polimerasa, y ARN transcriptasa inversa y un reactivo de un tercer grupo que contiene
un cebador que es complementario al dcido nucleico diana.

Cuando la disolucién de muestra se prepara mezclando una muestra biolégica con la disolucién de tratamiento,
las células que contienen un 4cido nucleico diana se rompen o se lisan para transferir el 4cido nucleico en las células
a la disolucién de tratamiento. Particularmente, cuando se usa una muestra sélida tal como un tejido como muestra
bioldgica, la disolucién de muestra se hace homogénea de manera deseable con un homogeneizador, una mezcladora
o similar para preparar la disolucién de muestra mezclando la muestra bioldgica con la disolucién de tratamiento. Para
eliminar los materiales s6lidos relativamente grandes tales como residuos celulares, la disolucién de muestra que se
hace homogénea puede someterse si es necesario a tratamiento tal como filtracion y centrifugacion para preparar la
disolucién de muestra.

El 4cido nucleico diana incluye, pero no se limita a, ADN y ARN derivado del organismo vivo, ADN y ARN
microbiano, y ADN y ARN derivado de plantas.

El inhibidor se refiere a una sustancia que inhibe la reaccién de amplificacién de un 4cido nucleico, y ejemplos
del inhibidor incluyen proteinas, lipidos y azicares contenidos en la muestra bioldgica. Cuando el inhibidor estd
contenido en la disolucién de muestra preparada a partir de la muestra biolégica, la reaccién de amplificacién de un
dcido nucleico se inhibe debido a la influencia del inhibidor.
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La influencia del inhibidor puede reducirse disminuyendo la concentracién del inhibidor en la disolucién de mues-
tra. El método de disminucién de la concentracién del inhibidor incluye la dilucién de la disolucién de muestra. Sin
embargo, la concentracién del dcido nucleico diana en la disolucién de muestra también disminuye mediante la di-
lucién de la disolucion de muestra. Particularmente, cuando la cantidad de un acido nucleico diana en la muestra
biolégica es baja, la concentracion del dcido nucleico diana en la disolucién de muestra se hace muy baja tras la dilu-
cion a alto grado, dando como resultado problemas tales como la necesidad de un largo tiempo en la amplificacién de
acido nucleico, un nivel inferior del d4cido nucleico amplificado que limite de deteccion, y no lograr amplificar el 4cido
nucleico. Por consiguiente, la disolucién de tratamiento que contiene DMSO puede usarse para reducir la influencia de
un inhibidor contenido en la disolucién de muestra, sin diluir la disolucién de muestra a alto grado. El grado de dilu-
cién 6ptimo para amplificar un 4cido nucleico reduciendo eficazmente la influencia de un inhibidor varia dependiendo
de la cantidad y el tipo de la muestra bioldgica usada. Por consiguiente, cuando la disolucién de muestra se prepara a
partir de una muestra biolégica usando la disolucién de tratamiento, se selecciona un grado de dilucién adecuado de
manera deseable dependiendo de la cantidad y el tipo de la muestra bioldgica usada. Para la dilucién puede usarse la
disolucién de tratamiento.

La disolucién de muestra preparada a partir de una muestra biolégica usando la disolucién de tratamiento puede
usarse en métodos conocidos para amplificar dcidos nucleicos. Pueden mencionarse métodos para amplificar 4cidos
nucleicos, tales como PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), RT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa), LAMP (amplificaciéon de ADN isotérmica mediada por bucle), RT-LAMP (amplificacién de
ADN isotérmica mediada por bucle con transcriptasa inversa), TMA (método de amplificacién mediado por transcrip-
cion), NASBA (amplificacion basada en secuencias de 4cido nucleico), 3SR (replicacion de secuencia autosostenida),
SDA (amplificacién por desplazamiento de cadena) e ICAN (amplificacién de dcidos nucleicos iniciada por cebadores
quimérica e isotérmica). Como una clase de métodos de amplificacién de dcido nucleico, pueden mencionarse también
métodos de amplificacion de sefial tales como RCA (amplificacién por circulo rodante), INVADER, CPT (tecnologia
de la sonda ciclica) y PALSAR (reaccion de autoensamblaje de ligador con alternancia de sonda). En el método de
amplificacién de sefial, no se amplifica el 4cido nucleico diana por s mismo sino una secuencia de nucleétidos espe-
cifica complementaria al dcido nucleico diana. El método de amplificacién de 4cido nucleico es preferiblemente PCR,
RT-PCR, LAMP o RT-LAMP, de manera particularmente preferible LAMP o RT-LAMP desde el punto de vista de la
amplificacién rapida del 4cido nucleico.

El método de deteccidn del dcido nucleico diana amplificado no estd particularmente limitado, y el 4cido nucleico
diana puede detectarse mediante métodos conocidos en la técnica. Es posible emplear, por ejemplo, electroforesis sobre
gel de agarosa, un método de deteccidn de deteccion en tiempo de real con sondas usando un marcador fluorescente,
y un método de deteccién mediante la turbidez de un subproducto generado tras la sintesis de ADN. Si es necesario
también puede usarse un método de deteccién de un 4cido nucleico diana confirmando un patrén de escisiéon de
acido nucleico obtenido mediante tratamiento enzimadtico, un método de deteccion de un 4cido nucleico determinando
su secuencia de nucleétidos mediante andlisis de secuencia y otros muchos métodos. Cuando una banda del acido
nucleico diana casi no puede distinguirse debido a muchas bandas no especificas, la banda del 4cido nucleico diana
puede confirmarse mediante transferencia de tipo Southern con sondas para el 4cido nucleico especifico. Desde el
punto de vista de la deteccion rdpida del dcido nucleico diana, el método de deteccién del 4cido nucleico diana
particularmente preferible es el método de deteccién en tiempo de real con una sonda usando un marcador fluorescente
y el método de deteccién mediante la turbidez de un subproducto generado tras la sintesis de ADN.

La disolucién de tratamiento puede usarse ampliamente en examen clinico para la valoracién de la presencia o
ausencia de enfermedades mediante el método de amplificacioén de dcido nucleico. Tales enfermedades incluyen, por
ejemplo, infecciones, enfermedades relacionadas con genes y canceres.

Las células cancerosas salen de un foco primario y se propagan por medio de la circulacién sanguinea o del
sistema linfatico hacia todo el organismo. En la operacién del cancer, el foco debe eliminarse de la manera més precisa
posible de modo que se requiere que su metastasis se detecte de manera precisa, y se realiza un tratamiento adecuado
dependiendo de la metastasis. Por consiguiente el diagnéstico de la metéstasis de cancer en el ganglio linfatico durante
la operacion tiene un significado muy importante. En el cdncer de mama, por ejemplo, la zona del ganglio linfatico
que ha de escindirse en la operacion es de manera mds deseable lo mds pequefia posible para mejorar la CDV (calidad
de vida). En el cancer de eséfago debe seleccionarse operacion abdominal, apertura del pecho o incisién cervical
dependiendo del sitio de propagacion del cancer en el ganglio linfatico. En el cancer de préstata, debe determinarse
si la operacion ha de continuarse o suspenderse, si la escision ha de continuarse y si ha de llevarse a cabo tratamiento
hormonal cuando existe metdstasis en ganglio linfatico. En el cancer de estémago, la zona del ganglio linfatico que va
a extirparse y el tipo de operacion se cambian dependiendo de la presencia o ausencia de la metdstasis del cancer en el
ganglio linfético. En el cancer de estdmago, la presencia o ausencia de la metastasis del cancer en el ganglio linfatico
se convierte en una pauta para el plan de tratamiento tras la operacidn, por ejemplo una pauta para seleccionar si
por ejemplo ha de administrarse un farmaco anticancerigeno y si ha de realizarse radioterapia. En este caso, si puede
diagnosticarse rdpidamente la metéstasis del cdncer usando una muestra bioldgica recogida durante la operacion, la
zona del ganglio linfatico que va extirparse, el tipo de operacion que va a realizarse y el tratamiento complementario
que va a realizarse pueden determinarse en la operacidn incluso durante un corto tiempo, permitiendo asi al paciente
recibir el mejor tratamiento. Ademads, puede reducirse la carga sobre el paciente durante la operacion.

Cuando se usa la disolucién de tratamiento descrita anteriormente, puede prepararse rdpidamente una disolucién
de muestra para la reaccién de amplificacién de 4cido nucleico a partir de una muestra biolégica sin extraer o purificar
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un 4cido nucleico. Por consiguiente, la disolucién de tratamiento puede usarse de manera eficaz particularmente en
el diagndstico de metdstasis del cdncer que deberia completarse rdpidamente usando el método de amplificacién de
dcido nucleico durante la operacion.

El 4cido nucleico que sirve como indicador del cdncer incluye dcidos nucleicos de citoqueratinas tales como
citoqueratina 18, citoqueratina 19 y citoqueratina 20 y marcadores tumorales tales como CEA (antigeno carcinoem-
brionario), PSA (antigeno especifico de la prostata) y CA-15-3 (antigeno de hidratos de carbono 15-3).

Ejemplo 1

En este ejemplo se examind el efecto de DMSO contenido en la disolucién de tratamiento para preparar la disolu-
cién de muestra. En este ejemplo, se usé la disolucién de tratamiento que contenia DMSO para preparar una disolucién
de muestra para la reaccién de amplificacion de dcido nucleico a partir de una muestra bioldgica, y se usaron la diso-
lucién de muestra preparada y un reactivo para la reaccién de amplificacién de acido nucleico para llevar a cabo RT-
LAMP.

Como muestra bioldgica, se usaron células Molt-4 cultivadas comerciales. Las células Molt-4 son células tumorales
subcultivadas derivadas de ser humano de leucemia linfocitica aguda.

Como disolucion de tratamiento, se usaron 4 disoluciones de tratamiento que tenian diferentes concentraciones de
DMSO del 0% (v/v), 5% (vIv), 10% (v/v) y el 20% (v/v), respectivamente. La composicion de las disoluciones de
tratamiento se muestra a continuacién. La disolucién de tratamiento contiene un tensioactivo Brij35 (fabricado por
Sigma Aldrich Japén) que es lauril éter de polioxietileno (23). Como agente de deformacién estd contenido KS-538
fabricado por Shin-Etsu Chemical Co., Ltd en la disolucién de tratamiento.

Composicion de reactivos (disolucion de tratamiento para preparar la disolucion de muestra)

Tampdn de glicina (pH 3,0) 200 mM
DMSO 0 - 20% (v/v)
Brij35 5% (v/v)
KS-538 0,05% (v/v)

Se llev6 a cabo la amplificacion de dcido nucleico mediante RT-LAMP en la que se usé ARN de S-actina como
acido nucleico diana. La S-actina se expresa a un nivel definido en cada célula.

Como reactivo para la reacciéon de amplificacion de acido nucleico, se usaron una disolucién de reaccién, una
disolucidn enzimética y un reactivo de cebador que contenia seis cebadores expuestos en las SEQ ID NOS: 1 a 6. La
composicién de cada reactivo se muestra a continuacion.

Composicion de reactivos (disolucion de reaccion)

Disolucién tampdén Tris 750 mM (pH 8,0) 1,00 ul
10x disolucidén tampdn Thermopol (fabricada por

New England Bio Lab) 2501
dNTP 10 mM 2,00 ul
MgsS0O, 100 mM 0,75 ul
Ditiotreitol 100 mM 1,25 ul
Tergitol al 2% (fabricado por Sigma Aldrich

Japén) 230 pl
H,0 3,97 ul
Cantidad total 13,97 ul
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Composicion de reactivos (reactivo enzimdtico)

Transcriptasa inversa del VMA 10 U/ ul 0,14 p1
(fabricada por Promega)

Bst ADN polimerasa 8 U/ul (fabricada por New

2,27 pl
Fngland Bio Lab)
Inhibidor de ARNasa (fabricado por Promega) 0,63 ul
Cantidad total 3,04 pl

Composicion de reactivos (reactivo de cebador)

Cebador interno directo 80 pmol/ml (SEQ ID NO: 1) 1,00 pl
Cebador interno inverso 80 pmol/pl (SEQ ID NO: 2) 1,00 pl
Cebador externo directo 5 pmol/ul (SEQ ID NO: 3) 1,00 pl
Cebador externo inverso 5 pmol/Ul (SEQ ID NO: 4) 1,00 pl
Cebador en bucle directo 60 pmol/pl (SEQ ID NO: 5) 1,00 ul
Cebador en bucle inverso 60 pmol/pl (SEQ ID NO: 6) 1,00 Ml

Cantidad total 6,00 ul

(1) Preparacion de una disolucion de muestra para la reaccion de amplificacion de dcido nucleico

Se afnadieron 4 ml de la disolucién de tratamiento a 300 mg de células Molt-4, y se rompieron las células y se
homogeneizaron a 25.000 rpm durante 90 segundos con un homogeneizador fabricado por Microtec Nition. Entonces,
se centrifugé la disolucién homogeneizada (10.000 xg, 1 minuto) dando un sobrenadante. Se usé6 el sobrenadante
resultante como una disolucién de muestra de dilucion de una vez. Adicionalmente, se diluyo la disolucién de muestra
de dilucién de una vez 2, 4, 8, 10 y 16 veces con la disolucion de tratamiento, para preparar disoluciones de muestra
diferentes en el grado de dilucién.

(2) Amplificacion de dcido nucleico mediante RT-LAMP

Se realizé la amplificacién de dcido nucleico mediante RT-LAMP en la que el dcido nucleico diana era ARN de -
actina. En primer lugar, se mezclaron entre si 13,97 ul de la disolucidn de reaccion, 3,04 ul del reactivo enzimético y
6,00 ul del reactivo de cebador para preparar una mezcla de reactivos. Se mezclaron 23 ul de la mezcla de reactivos con
2 ul de cada disolucién de muestra preparada en (1), y entonces se hicieron reaccionar a 65°C durante 30 minutos. En
la deteccidn del 4cido nucleico amplificado se usé un instrumento de medicidn de la turbidez en tiempo real Loopamp
(LA-200) fabricado por Teramecs. La reaccion de amplificacion de dcido nucleico puede monitorizarse en tiempo real
con este instrumento realizando una reaccién de amplificacién de dcido nucleico a una temperatura predeterminada y
detectando simultineamente la turbidez del pirofosfato de magnesio formado como subproducto de la amplificacion.
En este ejemplo, se midi6 la absorbancia a una temperatura fijada a 65°C durante 30 minutos tras haberse mezclado la
disolucién de muestra con el reactivo para la reaccién de amplificacion de acido nucleico.

En la figura 1 se muestra en una grafica de barras el tiempo que habia transcurrido hasta que la absorbancia de cada
disolucion de muestra alcanzé 0,1. El tiempo (min.) que habia transcurrido hasta que la absorbancia (Abs a 650 nm)
alcanzé 0,1 se muestra en la ordenada. El tridngulo en blanco sobre la grifica de barras indica que la absorbancia no
alcanzo 0,1 dentro del tiempo de reaccién (30 minutos). El grado de dilucién se muestra en la abscisa. En la grifica
de barras se usan las siguientes disoluciones de tratamiento de izquierda a derecha: la disolucién de tratamiento a una
concentraciéon de DMSO del 0%, la disolucion de tratamiento a una concentracién de DMSO del 5%, la disolucion de
tratamiento a una concentracion del DMSO de 10% y la disolucién de tratamiento a una concentracién de DMSO del
20%.
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En las muestras diluidas a grados relativamente bajos de dilucién (diluidas 1, 2 y 4 veces respectivamente) en la
figura 1, las muestras usando la disolucién de tratamiento que no contenia DMSO (es decir, a la concentracién de
DMSO del 0%) mostraron que habia transcurrido mas tiempo hasta que la absorbancia alcanz6 0,1 que las muestras
usando las disoluciones de tratamiento que contenian DMSO (es decir, a las concentraciones de DMSO del 5%, 10%
y el 20%, respectivamente). En este caso, el contenido de un inhibidor en la disolucién de muestra es mayor a medida
que el grado de dilucién es menor. A partir de lo anterior, se encontré que la influencia de un inhibidor contenido en
la disolucién de muestra se reduce afiadiendo DMSO a la disolucién de tratamiento.

Cuando se comparan los tiempos que habian transcurrido hasta que la absorbancia alcanzaba 0,1 en las muestras
que contenian DMSO a las concentraciones del 5%, 10% y el 20% respectivamente, las muestras que contenfan DMSO
a la concentracion del 20% y diluidas a un grado de dilucién menor muestran la disminucién mds significativa en el
tiempo. Incluso en la muestra diluida una vez, el tiempo que ha transcurrido hasta que la absorbancia alcanza 0,1 es
tan corto como de aproximadamente 22 minutos. A partir de este resultado, se encontré que cuando la concentracién
de DMSO es del 20%, puede reducirse mas eficazmente la influencia de un inhibidor en la disolucién de muestra.

Entre las disoluciones de muestra diluidas a grados de dilucién relativamente altos (diluidas 8, 10 y 16 veces
respectivamente) en la figura 1, las disoluciones de muestra incluso usando la disolucién de tratamiento que no contiene
DMSO permiten reducir el tiempo que habia transcurrido hasta que la absorbancia alcanzé 0,1 hasta el mismo grado
que se habia conseguido mediante las disoluciones de muestra que contenian DMSO. Esto es, presumiblemente, debido
a que mediante la dilucién de la disolucién de muestra a un alto grado de dilucién, la concentracién de un inhibidor
contenido en la disolucién de muestra se reduce también, reduciendo asi la influencia del inhibidor.

Ejemplo 2

Se llevé a cabo RT-LAMP en este ejemplo en el que se usaron varias clases de tejidos como muestra bioldgica, y
se uso la disolucion de tratamiento que contenia DMSO para preparar la disolucidon de muestra.

Se usaron nueve clases de tejidos (ganglio linfatico, ovario, riidén, pulmén, higado, corazén, bazo, estdmago y
colon) extirpados de un ratén como muestra bioldgica.

Como disolucién de tratamiento, se usé una disolucién tamp6n que tenia la siguiente composicién que contenia el
20% (v/v) de DMSO.

Composicion de reactivos (disolucion de tratamiento para preparar una disolucion de muestra)

Disolucién tampdn de glicina (pH 200 mM
3,0)

DMSO 20% (v/v)
Brij35s 5%(v/v)
KS-538 0,05% (v/v)

Se llevé a cabo la amplificacion de dcido nucleico mediante RT-LAMP en la que el 4cido nucleico diana era ARN
de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). La GAPDH es expresa a una cantidad definida en cada célula.

Como reactivo para la reaccién de amplificacion de dcido nucleico, se usaron la disolucién de reaccién usada en
el ejemplo 1, la disolucién enzimética usada en el ejemplo 1 y un reactivo de cebador que contenia seis cebadores
expuestos en las SEQ ID NOS: 7 a 12.
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Composicion de reactivos (disolucion de cebador)

Cebador interno directo 80 pmol/pl (SEQ 1,00 pl
ID NO: 7)
Cebador interno inverso 80 pmol/ul (SEQ

1,00 pl
ID NO: 8)
Cebador externo directo 5 pmol/ul (SEQ ID

1,00 pl
NO: 9)
Cebador externo inverso 5 pmol/ul (SEQ ID

1,00 pu1
NO: 10)
Cebador en bucle directo 60 pmol/pl (SEQ

1,00 pl
ID NO: 11)
Cebador en bucle inverso 60 pmol/ul (SEQ

1,00 pl
ID NO:12)
Cantidad total 6,00 pul

(1) Preparacion de una disolucion de muestra para la reaccion de amplificacion de dcido nucleico

Se afiadieron 4 ml de la disolucién de tratamiento a 300 mg de cada clase de tejido, y se rompieron las células y
se homogeneizaron a 25.000 rpm durante 90 segundos con un homogeneizador fabricado por Microtec Nition. En-
tonces, se centrifugé la disolucion homogeneizada (10.000xg, 1 minuto), y se diluyeron los sobrenadantes resultantes
respectivamente 10 veces con la disolucidén de tratamiento, y se usaron éstos como disoluciones de muestra.

(2) Amplificacion de dcido nucleico mediante RT-LAMP

Se realiz6 la amplificacion de 4cido nucleico mediante RT-LAMP en la que el dcido nucleico diana era ARN de
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). En primer lugar, se mezclaron entre si 13,97 ul de la disolucién
de reaccidn, 3,04 ul del reactivo enzimadtico y 6,00 ul del reactivo de cebador para preparar una mezcla de reactivos.
Se mezclaron 23 ul de la mezcla de reactivos con 2 ul de cada disolucién de muestra preparada en (1), y entonces se
hicieron reaccionar a 65°C durante 30 minutos. En la deteccion del dcido nucleico amplificado, se usé un instrumento
de medicion de la turbidez en tiempo real Loopamp (LA-200) fabricado por Teramecs. En este ejemplo, se midié la
absorbancia a una temperatura fijada a 65°C durante 30 minutos tras mezclarse la disolucién de muestra con el reactivo
para la reaccién de amplificacidn de dcido nucleico. Se usé una muestra usando ARN total de roedor (fabricado por
Applied Biosystems) en lugar de la disolucién de muestra como control positivo, y se usé una muestra usando la
disolucidn de tratamiento en lugar de la disolucion de muestra como control negativo.

Cada una de las figuras 2 a 10 es una gréfica que muestra la amplificacion del ADNc de GAPDH en cada clase
de tejido. En cualquier grafica, se muestra la absorbancia (Abs a 650 nm) en la ordenada y el tiempo (min.) en la
abscisa. Los resultados se muestran en las graficas en las que se usaron los siguientes tejidos como muestra bioldgica:
el ganglio linfatico en la figura 2, el ovario en la figura 3, el rifién en la figura 4, el pulmén en la figura 5, el higado
en la figura 6, el corazén en la figura 7, el bazo en la figura 8, el estdmago en la figura 9 y el colon en la figura 10. En
cada grafica, el simbolo de circulos negros es un simbolo de cada clase de tejido, el simbolo de circulos blancos es un
simbolo del control positivo y el simbolo de tridngulos negros es un simbolo del control negativo.

En las figuras 2 a 10, el tiempo de arranque de la amplificacién del ADNc y la cantidad del ADNc amplificado
cuando se habian usado los tejidos como muestra bioldgica eran similares a los del control positivo. El control positivo
no contiene ningun inhibidor. A partir de este resultado, se encontré que puede usarse la disolucién de tratamiento para
cualquier tejido para reducir la influencia de un inhibidor y amplificar el 4cido nucleico diana.
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Ejemplo 3

En este ejemplo, se prepar6 una disolucién de muestra para la reaccién de amplificacién de dcido nucleico a partir
de una muestra bioldgica usando la disolucién de tratamiento (que contenia DMSO al 20% (v/v)) para preparar una
disolucion de muestra, y se usaron la disolucién de muestra preparada y un reactivo comercial para llevar a cabo la
RT-PCR.

Como muestra bioldgica, se usaron ganglios linfaticos humanos (A), (B), (C), (D) y (E) en los que se reconoci6
clinicamente la metéstasis del cdncer como muestra biolégica. Como control negativo, se usaron ganglios linfaticos
humanos normales (F), (G) y (H).

Como disolucién de tratamiento, se usé la misma disolucién de tratamiento que en el ejemplo 2.

Se realizé la amplificacién de dcido nucleico mediante RT-PCR en la que el 4cido nucleico diana era ARN de
citoqueratina 19 (CK19). Se sabe que CK19 se expresa en células epiteliales y también se expresa en tejidos tales
como el ganglio linféitico en el que se reconoce la metdstasis del cancer, y también existe una diferencia en el nivel de
expresion de la misma entre tejidos normales y tejidos cancerosos. En este ejemplo, se usaron 3 cebadores expuestos
en las SEQ ID NOS: 13 a 15.

Se llevé a cabo la RT-PCR usando reactivos de mezcla madre para RT-PCR en una sola etapa de TagMan fabricados
por Applied Biosystems y unidad de PCR de cuantificacién en tiempo real (ABI PRISMR 7700) fabricada por Applied
Biosystems. Los reactivos de mezcla madre para RT-PCR en una sola etapa de TagMan son un kit de reactivos para RT-
PCR, que consistia en 2 x mezcla madre y 40 x mezcla de inhibidor de ARNasa. El 4cido nucleico amplificado puede
cuantificarse con ABI PRISMR 7700 realizando la reaccién de amplificacién de dcido nucleico a una temperatura
predeterminada durante un tiempo predeterminado y entonces detectando la densidad de fluorescencia aumentada
dependiendo de la amplificacién del dcido nucleico.

(1) Preparacion de disoluciones de muestra para la reaccion de amplificacion de dcido nucleico

Se afiadieron 4 ml de la disolucién de tratamiento a 300 mg de cada una de las muestras bioldgicas (A) a (H), y se
rompieron las células y se homogeneizaron a 25.000 rpm durante 90 segundos con un homogeneizador fabricado por
Microtec Nition. Entonces, se centrifugaron las disoluciones homogeneizadas (10.000 xg, 1 minuto), y se diluyeron
los sobrenadantes resultantes 10 veces con la disolucién de tratamiento y se usaron como disoluciones de muestra de
ARNm bruto (A) a (H), respectivamente. Usando el kit RNeasy Mini fabricado por QIAGEN, se purificaron ARNm
a partir de los sobrenadantes anteriores y se usaron como purificados dando disoluciones de muestra de ARNm (A) a
(H), respectivamente. El tiempo necesario desde la purificacion del ARNm del sobrenadante hasta la preparacion de
la disolucién de muestra de ARNm purificado es aproximadamente de 60 minutos.

(2) Amplificacion de dcido nucleico mediante RT-PCR

En este ejemplo, se realiz6 la RT-PCR en la que se usaron las disoluciones de muestra de ARNm bruto (A) a (H)
y las disoluciones de muestra de ARNm purificado (A) a (H) preparadas en (1) respectivamente como disolucién de
muestra para la reaccion de amplificacién de dcido nucleico. En primer lugar, se preparé una disolucién de reaccién
que contenia la mezcla madre, mezcla de inhibidor de ARNasa y los 3 cebadores, y se mezcl6 la disolucién de reaccién
asf preparada con la disolucién de muestra con el fin de llevar a cabo la RT-PCR. La RT-PCR consistié en 40 ciclos
que implicaban cada uno una reaccién de transcripcion inversa 48°C durante 30 minutos y mantener la mezcla a
95°C durante 10 minutos, entonces a 95°C durante 15 segundos y a 60°C durante 1 minuto. Se mezclé la disolucién
de reaccién que contenia la mezcla madre, mezcla de inhibidor de ARNasa y los 3 cebadores con la disolucién de
muestra y se regulé de modo que la composicion final se convirtié en 1 x mezcla madre, 1 x mezcla de inhibidor de
ARNasa, cebador directo 300 nM (SEQ ID NO: 13), cebador inverso 300 nM (SEQ ID NO: 14) y sonda de TagMan
200 nM (SEQ ID NO: 15).
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TABLA 1
Cantidad de ADNc
(copia / reaccién)
Disoluciones de (A) 0,50 x 10°
muestra de ARNm bruto | (B) 1,20 10°
(C) 0,14 10°
(D) 0,14 10°
(E) 0,83 10°
(F) ND
(G) ND
(H) ND
Disoluciones de (a) 0,83 10°
muestra de ARNm (B) 0,46 10°
purificado (C) 0,11 10°
(D) 0,16 10°
(E) 0,11 10°
(F) ND
(G) ND
(H) ND

La tabla 1 muestra la cantidad de ADNc (copias/reaccién) de CK19 amplificado mediante la reaccién de amplifi-
cacién en cada muestra. La cantidad de ADNc (copias/reaccion) en la tabla indica el nimero de copias de ADNc de
CK19 contenidas en la muestra tras finalizar la reaccion de amplificacién. En la tabla, ND se refiere a una muestra en
la que la cantidad de ADNCc es inferior a 10? (copias/reaccioén), y cuando la cantidad de ADNc estd en este intervalo,
no se considera que se haya amplificado el 4cido nucleico diana.

Cuando se comparaba la cantidad de ADNc de CK19 amplificado mediante RT-PCR usando la disolucién de
muestra de ARNm bruto (A) con aquélla usando la disolucién de muestra de ARNm purificado (A), las dos son muy
similares entre si. Esto se aplica también a los casos de (B) a (E), de manera similar al caso de (A), en los que cuando
se compara la cantidad de ADNc de CK19 amplificado usando la disolucién de muestra de ARNm bruto con aquélla
usando la disolucién de muestra de ARNm purificada, las dos son muy similares entre si. A partir de estos resultados,
se encontrd que incluso si se usa la disolucion de muestra de ARNm bruto como disolucién de muestra, el producto de
amplificacion puede obtenerse en una cantidad similar a aquélla usando la disolucién de muestra de ARNm purificado.
En cualquier disolucién de muestra (F) a (H) usada como control negativo, no se confirmé amplificaciéon de ADNc de
CK19.

Ejemplo 4

Usando una disolucién de tratamiento que contiene tensioactivo, se prepardé una disolucién de muestra para la
reaccion de amplificacién de dcido nucleico en este ejemplo a partir de una muestra biolégica, y se midi6 la cantidad
de ARN contenido en la disolucién de muestra preparada.

Se usaron ganglios linfaticos recogidos de 4 ratones (ratones MRL) de la misma raza respectivamente como mues-
tra bioldgica. Como disolucién de tratamiento, se usaron disoluciones de tratamiento (I) a (IV) que contenian DMSO
y un tensioactivo. La composicion para las disoluciones de tratamiento se muestra a continuacion. Las disoluciones de
tratamiento respectivas son diferentes en el tipo o la concentracion del tensioactivo contenido: es decir, la disolucién
de tratamiento (I) contiene el 1% (v/v) de Nonidet P-40 que es isooctil fenil éter de polioxietileno (9); la disolucién de
tratamiento (II) contiene el 1,5% (v/v) de Brij35 que es lauril éter de polioxietileno (23); la disolucién de tratamiento
(IIT) contiene el 3% (v/v) de Brij35; la disolucién de tratamiento (IV) contiene el 5% (v/v) de Brij35.

11
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Composicion de reactivos (disolucion de tratamiento para preparar una disolucion de muestra)

Disolucién tampdén de glicina (pH 3,0) 200 mM
DMSO 20% (v/v)
Tensioactivo 1 - 5% (v/v)
KS-538 0,05% (v/v)

(1) Preparacion de disoluciones de muestra para la reaccion de amplificacion de dcido nucleico

Se afiadié la disolucién de tratamiento (I), (IT), (II) o (IV) a cada ganglio linfatico de ratén, y se rompieron
las células y se homogeneizaron a 25.000 rpm durante 90 segundos con un homogeneizador fabricado por Microtec
Nition. Entonces, se centrifugd cada una de las disoluciones homogeneizadas (10.000 xg, 1 minuto), y se usé el
sobrenadante resultante como disolucién de muestra para la reaccién de amplificacién de 4cido nucleico. En este
ejemplo, se preparo cada disolucion de muestra de manera que contuviese aproximadamente 1 ul de la disolucién de
tratamiento por 0,075 mg de la muestra bioldgica.

(2) Extraccion de ARN

Se extrajo el ARN contenido en la disolucién de muestra para la reaccidén de amplificacién de dcido nucleico
obtenida en (1) usando el kit RNeasy Mini fabricado por QTAGEN.

(3) Cuantificacion del ARN
Se diluy6 el extracto de ARN obtenido en el método descrito anteriormente 10 veces con la disolucién de tra-

tamiento, y se cuantificé el ARN midiendo la absorbancia (Abs 280 nm) de la muestra diluida. Los resultados se
muestran en la tabla 2.

TABLA 2
Ganglios linfdticos (mg) / Cantidad de
disolucién de tratamiento (ul) ARN (ul/ml)
(I) 61 mg / 813 ul 71 ug/ml
(I1) 59 mg / 787 ul 122 pg/ml
(II1) 75 mg / 1000 pl 97 pg/ml
(IV) 67 mg / 893 ul 115 ug/ml

La tabla 2 muestra la cantidad de ARN (ug/ml) en cada una de las disoluciones de muestra obtenidas finalmente
en las que cada ganglio linfatico (mg) se mezclé con cada disolucién de tratamiento (ul). (I), (II), III) y (IV) en la
tabla se refieren a los casos en los que se usaron las disoluciones de tratamiento (I), (IT), (IIT) y (IV) como disolucién
de tratamiento, respectivamente.

La tabla 1 revel6 que cuando se usaron las disoluciones de tratamiento (I), (II), (II) y (IV), estaban contenidos

71 (ug/ml), 122 (ug/ml), 97 (ug/ml) y 115 (ug/ml) de ARN respectivamente, lo que indica que estaba contenida una
cantidad suficiente de ARN para la reaccién de amplificacién de dcido nucleico.

12
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REIVINDICACIONES
1. Método para detectar un dcido nucleico diana, que comprende las etapas de:
homogeneizar un tejido derivado de un organismo vivo en una disolucién de tratamiento que comprende dime-
tilsulféxido, disolvente acuoso y un tensioactivo, de manera que se transfiere un 4cido nucleico del tejido a la

disolucion de tratamiento;

mezclar el homogeneizado obtenido y un reactivo para la reacciéon de amplificacién de acido nucleico, sin
extraer ni purificar un dcido nucleico en el homogeneizado;

amplificar el 4cido nucleico diana contenido en la mezcla; y
detectar el dcido nucleico diana amplificado.
2. Método segtin la reivindicacién 1, en el que la concentracién de dimetilsulféxido es del 1 al 50% (v/v).
3. Método segtin la reivindicacién 1, en el que el tensioactivo es un tensioactivo no iénico a base de polioxietileno.
4. Método segun la reivindicacién 1, en el que el disolvente acuoso es una disolucién tampoén.
5. Método segtin la reivindicacién 1, en el que el pH de la disolucién de tratamiento es de 2,5 a 5,0.

6. Método segtin la reivindicacién 1, que comprende ademads la etapa de eliminar materiales s6lidos del homoge-
neizado.

7. Método segtin la reivindicacion 6, en el que los materiales s6lidos se eliminan mediante filtracién o centrifuga-
cién.

8. Método segtin la reivindicacién 1, en el que el reactivo para la reaccién de amplificacién de dcido nucleico
comprende desoxirribonucledtidos trifosfato, una ADN polimerasa y un cebador que es complementario al acido
nucleico diana.

9. Método segtn la reivindicacion 1, en el que el reactivo para la reaccién de amplificaciéon de 4cido nucleico
comprende desoxirribonucleétidos trifosfato, una ARN transcriptasa inversa, una ADN polimerasa y un cebador que
es complementario al dcido nucleico diana.

10. Método segtn la reivindicacién 1, en el que la etapa de amplificacion se lleva a cabo mediante PCR (reaccién
en cadena de la polimerasa), RT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa), LAMP (ampli-
ficacién de ADN isotérmica mediada por bucle) o RT-LAMP (amplificacién de ADN isotérmica mediada por bucle
con transcriptasa inversa).

11. Kit reactivo para amplificar un 4cido nucleico diana, contenido en una muestra preparada sin extraer ni purificar
un 4cido nucleico,

que comprende:
un primer reactivo, que comprende una disolucién de tratamiento para transferir 4cido nucleico desde un tejido
derivado de un organismo vivo a la disolucién de tratamiento, en el que la disolucién de tratamiento comprende

dimetilsulféxido, disolvente acuoso y un tensioactivo; y

un segundo reactivo para la reaccién de amplificacion de dcido nucleico, que comprende desoxirribonucleétidos
trifosfato, una ADN polimerasa y un cebador que es complementario al 4cido nucleico diana.

12. Kit reactivo segin la reivindicacion 11, en el que el segundo reactivo comprende ademds una ARN transcriptasa
inversa.

13. Kit reactivo segun la reivindicacion 11, en el que la concentracién de dimetilsulféxido es 1 a 50% (v/v).

14. Kit reactivo segun la reivindicacién 11, en el que el tensioactivo es un tensioactivo no iénico basado en polio-
xietileno.

15. Kit reactivo segun la reivindicacién 11, en el que el disolvente acuoso es una disolucioén tampoén.

16. Kit reactivo segun la reivindicacion 11, en el que el pH de la disolucion de tratamiento es 2,5 a 5,0.
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<120> Disolucion de tratamiento para preparar disolucién de muestra para la reaccién de amplificacién de acido
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<130> 2004-075JP
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<160> 15

<170> PatentIn version 3.1
<210> 1

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> ADN disefiado basdndose en el gen de la beta-actina

<400> 1

tgaaggtagt ttcgtggatg cctgaggcac tcttccage

<210>2

<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN disefiado basdndose en el gen de la beta-actina

<400> 2
tgaagtgtga cgtggacatc cagggtacat ggtggtgc

<210>3

<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN disefiado basandose en el gen de la beta-actina

<400> 3
tggcaatgag cggttcc

<210>4
<211>18
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> ADN disefiado basdndose en el gen de la beta-actina
<400> 4

tcecttetgca tectgteg

<210>5

<211> 16
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN disefiado basdndose en el gen de la beta-actina

<400> 5
acaggactcc atgccc

<210> 6

<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN disefiado basdndose en el gen de la beta-actina
<400> 6

tgtacgccaa cacagtgce

<210> 7

<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN disefiado basandose en el gen de GAPDH

<400> 7
cagaaggggc ggagatgatg caccaccatg gagaaggc

<210> 8

<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN disefiado basandose en el gen de GAPDH

<400> 8

tgatgggtgt gaaccacgag gcaggatgca ttgctgac

<210>9

18

16

18

38
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<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN disefiado basdandose en el gen de GAPDH

<400> 9
tgtcgtggag tctactgg

<210> 10
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN disefiado basdndose en el gen de GAPDH

<400> 10
gggggctaag cagttgg

<210> 11
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN disefiado basdndose en el gen de GAPDH

<400> 11
tggctccacc cttcaagtg

<210> 12
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN disefiado basandose en el gen de GAPDH

<400> 12

aatatgacaa ctcactcaag a

<210> 13
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN disefiado basdandose en el gen de CK19
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<400> 13

cagatcgaag gcctgaagga
<210> 14
<211>19

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN disefiado basandose en el gen de CK19
<400> 14

cttggccecect cagcgtact

<210> 15
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN disefiado basdndose en el gen de CK19

<400> 15

gcctacctga agaagaacca tgaggaggaa
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