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DESCRIPCION

Procedimiento y kit de analisis para la separacion, purificacion y recuperacion de acidos nucleicos de cadena larga y
de cadena corta

La invencién se refiere a una novedosa férmula de tampodn para la rapida separacion, purificacion y altamente
eficiente recuperacion de acidos nucleicos de cadena larga y / o de cadena corta.

La invencion se centra especialmente en aquellas aplicaciones en las que se deben purificar y recuperar de forma
altamente eficiente y répida fragmentos especificos de acidos nucleicos a partir de mezclas de reaccién complejas
(PCR, mezclas de restriccidon, mezclas de secuenciacion, mezclas de marcacioén), para afiadirlos a una reaccion
posterior.

Para la purificacion y la recuperacion de fragmentos especificos de ADN existe en la actualidad un sinnimero de kits
disponibles en el mercado.

Todos estos procedimientos se basan en un procedimiento desarrollado y descrito por primera vez por Vogelstein y
Gillespie (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1979, 76, 615-619) para la purificacion preparativa y analitica de fragmentos
de ADN a partir de geles de agarosa. El procedimiento combina la disolucion de la agarosa que contiene la banda de
ADN que ha de ser aislada, en una solucion saturada de una sal caotrépica (NaJ) con la unién de ADN a particulas
de vidrio. A continuacion se lava el ADN fijado a las particulas de vidrio con una solucién de lavado (Tris HCI 20 mM
[pH 7,2]; NaCl 200 mM; EDTA 2 mM; 50 % v/v de etanol) y, por ultimo, se separa de las particulas de soporte.

El principio fisico-quimico de los sistemas que actualmente se encuentran disponibles en el mercado y que se usan
segun el estado conocido de la técnica para el aislamiento de acidos nucleicos en base a la unién de los acidos
nucleicos a las superficies de soportes minerales debera consistir en la alteraciéon de estructuras superiores del
medio acuoso, por medio de la cual se adsorben los acidos nucleicos a la superficie de los materiales minerales,
especialmente de particulas de vidrio o silicato. La alteracion de las estructuras superiores del medio acuoso tiene
lugar siempre en presencia de iones caotrépicos y a altas concentraciones de éstos es casi cuantitativa. A partir de
la base fisico-quimica descrita, todos los sistemas disponibles en el mercado para el aislamiento de acidos nucleicos
contienen composiciones de tampoén con sales caotropicas de alta fuerza idnica, para la unién de acidos nucleicos a
una fase sdlida que une acidos nucleicos.

Todos los procedimientos descritos para el aislamiento de acidos nucleicos a través de la unién de los acidos
nucleicos a fases minerales solidas mediante el uso de soluciones salinas caotrépicas tienen en comun que se
tengan que utilizar altas concentraciones para la union de los acidos nucleicos con los materiales de soporte
empleados. Ademas, precisamente las sales caotrépicas (p. €j. isotiocianato de guanidina, clorhidrato de guanidina,
perclorato de sodio o yoduro de sodio) son sustancias que reaccionan de un modo altamente tdxico. Los sistemas
de tampdn usados con fuerzas idnicas muy altas producen a menudo la transmision de contaminaciones salinas, lo
que puede resultar problematico para una serie de aplicaciones posteriores. Por otra parte, existe un notable riesgo
para la salud a la hora de manejar tampones caotrépicos (especialmente en el caso de aplicaciones durante largos
periodos de tiempo), asi como una considerable contaminacién del medio ambiente debido a la carga de sustancias
nocivas contenida en las aguas residuales.

Curiosamente, se ha demostrado que todos los sistemas disponibles en el mercado a nivel mundial para el
aislamiento de acidos nucleicos que se basan en la unién de acidos nucleicos con materiales minerales de soporte
(particulas magnéticas, membranas, suspensiones portadoras, entre otros), actian principalmente de acuerdo con el
procedimiento descrito. Desde la primera descripcion por parte de Vogelstein y Gillespie, los acidos nucleicos unidos
se lavan siempre con alcohol o con soluciones salinas que contienen acetona. Los pasos de lavado constituyen una
parte esencial de los protocolos de extracciéon y sirven siempre, ademas de para la eliminaciéon de las sustancias
inhibidoras no deseadas que se han unido, para la eliminacién necesaria de las sales que se precisan para la union
de los acidos nucleicos.

En el documento de patente WO 01/62976 A1 se da a conocer un procedimiento que abarca la purificacion de
acidos nucleicos a partir de distintas mezclas de reaccion por adicion de diferentes alcoholes, su posterior
precipitacion en fases soélidas especiales (membranas con caracteristicas fisicas especificas), los pasos de lavado
con tampones alcohdlicos y la elucion final de los acidos nucleicos por medio de agua.

Asimismo, los documentos de patente US 54055951 A y EP 0512767 A1 describen el aislamiento de &cidos
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nucleicos mediante la incubacion de la muestra que contiene acidos nucleicos con un alcohol y la posterior
incubacién de la muestra con un material mineral. La elucion de los acidos nucleicos tiene lugar a través de la
adicion de agua calentada a 60 °C.

En el documento de patente DE 10253351 A1 se da a conocer que la purificacidon y la recuperacion de acidos
nucleicos se produce debido a que la soluciéon que contiene acidos nucleicos se regula de tal modo que contenga
cationes monovalentes y polivalentes, asi como un alcohol, que se ponga a continuaciéon en contacto con la fase
solida, se lave el soporte, en caso necesario, y se desprenda el acido nucleico de la fase sélida. Como componentes
salinos monovalentes se emplea el cloruro de amonio, cloruro de sodio y/o cloruro de potasio; y como componente
salino polivalente, el cloruro de magnesio, cloruro de calcio, cloruro de zinc y/o cloruro de manganeso.

Se da a conocer que precisamente la combinacion de una sal monovalente y de una polivalente conduce a que los
acidos nucleicos se adsorban a las fases sdlidas, para lo cual basta con que las fuerzas idnicas requeridas sean
muy reducidas. Esto tiene la ventaja de que, en su caso, los pasos de lavado que hasta el momento siempre habian
sido necesarios dejaran de serlo, por lo que los procedimientos de aislamiento de los acidos nucleicos se reducen y
se simplifican notablemente.

No obstante, queda demostrado que con el empleo de las combinaciones de tampones indicadas en el documento
de patente DE 10253351 A1 (p. ej. cloruro de magnesio / cloruro de potasio), si bien la purificacion y la recuperacion
de fragmentos de ADN a partir de mezclas de reaccidon de PCR tiene lugar con un alto indice de recuperacion,
lamentablemente no es posible llevar a cabo la eliminacién selectiva de subproductos no deseados de la PCR (p. €j.
dimeros de cebadores).

Con esto Unicamente es posible demostrar la posibilidad general de la recuperacion de fragmentos de ADN, aunque
no asi su eficiente purificacion. Parece que el motivo de esta observacion posiblemente sea el catién polivalente
empleado. No obstante, en el caso de que el catién polivalente se elimine de la mezcla de tampones, ya no es
entonces posible la recuperacion de los acidos nucleicos con los tampones descritos basados en la reducida fuerza
idnica. Pero precisamente el uso de tampones con una fuerza iénica muy reducida ha constituido la disposicion
conforme a la invencion del documento de patente.

El documento WOO00/34463 A1 describe un procedimiento para el aislamiento de acidos nucleicos en el que los
acidos nucleicos se unen a una fase sélida, para lo que la unién es mediada por tampones de unién basados en las
denominadas sales anticaotrépicas y en un componente alcohdlico. Los acidos nucleicos unidos se lavan con
tampones de lavado conocidos en si y finalmente se eluyen mediante la adicion de un tampdn con bajo contenido en
sal. Las fuerzas idnicas de las denominadas sales anticaotrépicas son de al menos 0,1 M — 10 M. Las denominadas
sales anticaotrépicas para la union de acidos nucleicos con una fase sélida son, sin excepcion, cloruros.

El documento de patente WO 89/08257 A1 indica que los citratos estan incluidos en la categoria de las sales
anticaotrépicas. La cualidad caracterizada en este documento se entiende en el contexto de la inmovilizacion de
proteinas y no tiene ninguna relacién con los acidos nucleicos o procedimientos para el aislamiento y la purificacion
de los acidos nucleicos.

El documento de patente W02005058933 A describe un procedimiento para el aislamiento de ARN a partir de una
muestra bioldgica a través de los siguientes pasos: (a) poner en contacto una mezcla para la desnaturalizacion de
proteinas, compuesta de una sal de litio (2,5 — 4,0 M), un alcohol (25 — 40 % v/v) y una sal de citrato (25 — 100 mM)
con una fase sélida, de modo que las proteinas de la fase solida sean desnaturalizadas; (b) poner en contacto la
fase solida con una muestra compuesta de ARN, de modo que el ARN se una con la fase soélida; (c) lavar la fase
solida para eliminar el material biolégico que no represente ningin ARN; y (d) eluir el ARN unido de la fase solida. La
fuerza ionica en el documento W02005058933 A para la unién del acido nucleico a la fase sélida se encuentra como
minimo a una potencia de diez por encima de 100 mM debido a la alta concentracion de cloruro de litio.

La publicacion para informacion de solicitud de patente DE 19746874 A1 describe la purificacion de acidos nucleicos
adheridos a membranas hidréfobas. Los procedimientos descritos utilizan mezclas de sales y alcoholes para la union
de acidos nucleicos a las membranas hidréfobas. Bajo las condiciones descritas, los acidos nucleicos se unen a la
membrana hidréfoba, se lavan y luego se extraen de la superficie de la membrana por medio de una pipeta. No
existe ningun tipo de indicio de que las sales del acido citrico en combinaciéon con un alcohol se empleen para la
unién de los acidos nucleicos con una fase sélida. Se usan las combinaciones ya conocidas de sales / alcoholes (p.
ej. soluciones de alta molaridad de sales de guanidina en combinacién con un alcohol). Las concentraciones de
citrato se encuentran en un intervalo de 0,8 M. Todos los tampones alli expuestos contienen sales con altas fuerzas
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idnicas.

La publicacion de Farrah, S. R. en Applied and environmental microbiology, mar. 1982, vol. 43, n° 3, marzo 1982
(1982-03), paginas 659-663, menciona que las sales anticaotropicas, como MgSO, y los agentes quelantes de
metal, como los iones de citrato, favorecen la adsorcién de los bacteriéfagos MS2 a los filtros de membrana.

S. Lakshmi y A.S. Balasubramanian describen en Biochimica et Biophysica Acta, vol. 567, n°® 1, 1979, paginas 184-
195, que los citratos aumentan de manera significativa la actividad de la enzima aril-sulfatasa disuelta.

La solicitud internacional de patente WO 2004/042058 A da a conocer un procedimiento para el aislamiento de
acidos nucleicos a partir de una solucion a través de la unién a una fase soélida por medio de sales no caotropicas,
caracterizado porque la soluciéon que contiene acidos nucleicos se regula con aditivos, de tal modo que contenga
cationes monovalentes y polivalentes, asi como un alcohol y, dado el caso, otros aditivos, los ponga luego en
contacto con la fase sdlida, a continuacion lave, dado el caso, el soporte y libere el acido nucleico de la fase sélida o
que contenga cationes polivalentes y/o monovalentes, dado el caso, un alcohol y, dado el caso, otros aditivos y se
ajuste un determinado valor de pH entre 5 y 10. No se describe el uso de citratos.

El documento WO 02/04620 A describe un procedimiento para el aislamiento de acidos nucleicos a partir de una
solucion a través de la union con una fase sélida por medio de sales no caotropicas, que se caracteriza por los
siguientes pasos: a) adsorcion de los acidos nucleicos contenidos en la solucion en presencia de sales alcalinas 'y / o
alcalinotérreas a una superficie que contiene SiO,, y b) elucidn de los acidos nucleicos con una soluciéon acuosa vy,
dado el caso, aislamiento de los acidos nucleicos, caracterizado porque en el paso a) la adsorcidon de los acidos
nucleicos a la superficie con contenido en SiO, tiene lugar en presencia de sales alcalinas y / o alcalinotérreas no
caotropicas de 0,1 a 3 M, y de 37 a 70 % en volumen de un alcohol alifatico No se describe el uso de citratos.

La publicacion de Eon-Ouval Alex y col: en Biotechnology and Bioengineering, vol. 83, n° 5, 5. Septiembre 2003,
paginas 544-553 pertenece también al estado de la técnica. En ella se describe una solucion de alta concentracion
salina para la separacion del ARN durante un proceso de purificacion farmacéutico de ADN plasmidico. También se
describe una soluciéon de citrato potasico en una concentracion de 1,5 M. Todas las soluciones descritas ahi
contienen sales de elevadas fuerzas idnicas.

La presente invencion tenia como objetivo la tarea de eliminar las desventajas mencionadas anteriormente del
estado actual de la técnica.

El objetivo se ha alcanzado mediante las caracteristicas de las reivindicaciones. Conforme a la invencion se ha
facilitado un procedimiento y un kit de analisis que permite una recuperacion altamente eficiente de acidos nucleicos
de cadena larga o corta, separa, dado el caso, de forma selectiva los acidos nucleicos no deseados, y es sencillo y
rapido en su ejecucion.

El procedimiento conforme a la invencién para la separacion, purificacion y recuperacion de acidos nucleicos de
cadena larga y / o corta se compone de los pasos siguientes:

) Unién de los acidos nucleicos con una fase soélida por medio de un tampén de unién
(2) Elucion de los acidos nucleicos unidos de la fase sdlida,

donde el tampdn de unién

a) comprende como componente activo una composicion de al menos una sal del acido citrico con cationes de
carga positiva simple y

b) al menos un alcohol, y

C) no contiene ni sales caotrdpicas ni una combinacion de sales con cationes mono y polivalentes y

d) las fuerzas idnicas para la unién a la fase sélida en combinacién con un alcohol son menores de 100 mM.

Conforme a la invencion, podran ser empleadas las siguientes sales:

a) hidrogenocitrato de diamonio yl/o
b) dihidrgenocitrato de amonio yl/o
c) citrato de trisodio yl/o
d) hidrogenocitrato de disodio ylo
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e) dihidrogenocitrato de sodio ylo
f) citrato de tripotasio ylo
g) hidrogenocitrato de dipotasio y/o

h) dihidrogenocitrato de potasio

Las concentraciones de alcohol de los tampones de unién se encuentran entre el 20 % y el 90 %, preferiblemente
entre el 40 % y el 70 %. Como alcoholes pueden emplearse el metanol, etanol, propanol, isopropanol, etilenglicol,
polietilenglicol o glicerol.

Conforme a la invencién, las fuerzas i6nicas para la union con la fase sélida en combinacion con un alcohol son
inferiores a 100 mM, preferiblemente inferiores a 50 mM.

La fase solida puede estar compuesta de materiales de fibra de vidrio, geles de silice, suspensiones de soportes
minerales, particulas magnetizadas; preferiblemente materiales de fibra de vidrio de 0,7 pm a 2 uym.

El procedimiento conforme a la invencién para la separacion, purificacion y recuperacion de acidos nucleicos de
cadena larga y / o corta esté caracterizado por los pasos siguientes:

» Adicion de los tampones de unidn de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 9 a las mezclas de reaccion
que contienen acidos nucleicos

» Traslado de la mezcla formada por las mezclas de reaccion y los tampones de unién a una fase soélida

» Elucion de los acidos nucleicos unidos a la fase solida.

Se suprime el lavado de los acidos nucleicos unidos a la fase sélida.

Objeto de la invencion es también un kit de andlisis, que comprende al menos un alcohol, al menos una sal del acido
citrico, una fase sdlida y tampones de elucién conocidos.

El uso conforme a la invencion de sales del acido citrico en combinacion con al menos un alcohol es la separacion,
la purificacion y la recuperacion de acidos nucleicos de cadena larga y / o corta, especialmente de productos de la
PCR, mezclas de la restriccion o mezclas de la secuencia.

Sorprendentemente se ha demostrado que las diferentes sales del acido citrico en combinaciéon con un alcohol se
encuentran en disposicién de unir y volver a liberar los acidos nucleicos de cadena larga y corta de los materiales de
soporte conocidos, especialmente materiales de fibra de vidrio.

Sorprendentemente se ha demostrado también que las fuerzas ionicas necesarias para la unién de los acidos
nucleicos igualmente sdlo tienen que darse en concentraciones milimolares. El empleo de soluciones de tampones
basados en un alcohol y una sal del acido citrico permite una recuperacion altamente eficiente de los acidos
nucleicos a partir de las mezclas de reaccién al mismo tiempo que la separacion eficiente de los subproductos no
deseados. Esto se da especialmente durante la purificacion de productos de la PCR derivados de mezclas de
reaccion de PCR, donde en especial los cebadores o los dimeros de cebadores deben ser separados de los
productos de amplificacién especificos.

Las sales del acido citrico mas preferidas son p. ej. hirdrogenocitrato de diamonio, citrato de tripotasio monohidrato o
citrato de trisodio dihidrato. También pueden emplearse hidrogenocitrato de amonio, hidrogenocitrato de disodio,
dihidrogenocitrato de sodio, hidrogenocitrato de dipotasio, dihidrogenocitrato de potasio. Las fuerzas idnicas
necesarias para la union son inferiores a 100 mM, preferiblemente inferiores a 50 mM. Las concentraciones de
alcohol requeridas para los tampones de unién se encuentran entre el 20 % y el 90 %, preferiblemente entre el 40 %
y el 70 %. Pueden emplearse diferentes alcoholes, preferiblemente se utiliza el isopropanol.

El procedimiento conforme a la invencion para la purificacion y la recuperacion de fragmentos de ADN a partir de
mezclas de reaccion es extremadamente rapido y sencillo en su ejecucion. Las mezclas de reaccion, a partir de los
cuales los acidos nucleicos deberan ser purificados, se mezclan con el tampén de unién de conformidad con la
invencién y a continuacion se trasladan a una columna de centrifugado (p. €j. con un material de fibra de vidrio) y se
centrifugan. Después se transporta la columna de centrifugado a un nuevo recipiente colector y se eluyen los
fragmentos de ADN de la superficie de la columna tras la adicién de agua o de un tampén de baja concentracién
salina (Tris.HCI 10 mM).
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A diferencia de los procedimientos (kits) que encuentran aplicacién en el mercado, no se requiere ningun paso de
lavado. Ademas, el procedimiento renuncia por completo a las sales caotrépicas perjudiciales para la salud o el
medio ambiente, como se llevan utilizando hasta ahora en los procedimientos comerciales disponibles.

Por otra parte, el tiempo requerido para una reaccién de purificacion puede ser reducido drasticamente. Por norma
general, una purificacién puede concluirse en alrededor de 3 min.

El procedimiento permite la purificacion y la recuperacion de un amplio espectro de tamarios de fragmentos de ADN
con un indice muy alto de recuperacion.

Sorprendentemente, también se ha demostrado que la combinacién de las sales del acido citrico conforme a la
invencion, en cuanto a la fuerza idnica con la respectiva concentracion de alcohol, influye tanto en la eficacia de la
recuperacion como en la selectividad, en relacién con los fragmentos de ADN que deben ser purificados y con la
longitud de sus fragmentos. Esta observacion puede utilizarse perfectamente para explotar nuevos campos de
aplicacion. De este modo, el procedimiento conforme a la invencién permite también una purificacion eficiente de los
productos de la PCR, mezclas de restriccion o de secuenciacién. En el caso de las mezclas de secuenciacion, se
plantea la tarea de la separacién eficiente de terminadores marcados con colorante a la vez que se recuperan de
modo eficiente los fragmentos de ADN de un amplio espectro de peso molecular, en especial también la
recuperacion de fragmentos muy pequefos de acido nucleico. La realizacion de esta tarea precisa asimismo de tan
s6lo 3 min, por lo que se trata de un procedimiento notablemente mas rapido y sencillo que todos los demas que han
encontrado aplicaciéon hasta el momento.

La diferencia entre la presente invencion y la solucién propuesta en el documento WO00/34463 A1 radica, entre
otras cosas, en que las fuerzas iénicas son inferiores a 0,1 M, y preferiblemente inferiores a 0,05 M. En el
documento WO00/34463 A1 no se describe el uso de las sales del acido citrico. Esto también tiene su explicacion,
ya que las aplicaciones expuestas en este documento con las sales del acido citrico no son en absoluto factibles. Sin
embargo, la invencidon presentada se refiere exclusivamente a las sales del acido citrico. El documento
WOO00/344463 A1 describe sin excepcién los procedimientos para el aislamiento y la purificacién de los acidos
nucleicos genémicos, que son aislados a partir de muestras biolégicas complejas. Sin embargo, no describe ningun
procedimiento que permita la purificacion y la recuperacién de un acido nucleico ya presente. Por este motivo, el
aislamiento de los acidos nucleicos siempre tiene lugar con tampones que, ademas de un componente salino,
también contienen detergentes, enzimas proteoliticas, asi como otros aditivos, cuya funcién consiste en la
desintegracion (lisis) de la muestra bioldgica.

La presente invencidon no se refiere al aislamiento de &cidos nucleicos gendmicos procedentes de muestras
biologicas complejas. El objeto de la presente invencién es la purificacion de mezclas de reaccion, p. ej. mezclas de
reaccion de la PCR, en la que a continuacion se debera recuperar p. e€j. un fragmento de ADN amplificado con un
alto indice de recuperacion. No tiene lugar la lisis de ninguna muestra biolégica, como la que se lleva a cabo con los
tampones del documento WO00/34463 A1. EL documento WO00/34463 A1 describe sin excepcidn un procedimiento
para el aislamiento y la purificacion de acidos nucleicos genémicos, que contiene como paso obligatorio el lavado
(lavado repetido) de los acidos nucleicos unidos a la fase solida. El lavado no sélo es necesario para eliminar las
sustancias inhibidoras de las muestras bioldgicas, sino también para retirar las altas concentraciones de sal de los
tampones de uniéon empleados. El analisis de los ejemplos de realizacion muestra que, por norma general, los
tampones de lisis/union expuestos presentan fuerzas ionicas superiores a 1,5 M. La presente invencion utiliza
concentraciones de sal notablemente inferiores (por debajo de 0,1 M). Por este motivo, la ventaja conforme con la
invencién también radica en poder prescindir de los pasos de lavado necesarios hasta ahora y, con ello, simplificar
considerablemente el procedimiento y abreviar el proceso.

Por otro lado, segun el estado de la técnica, en general no existe ningun indicio de que para la unién de los acidos
nucleicos con fases solidas minerales conocidas en si, se haga uso de las sales del acido citrico. Sin embargo, la
invencion se basa precisamente en esta observacion, tanto mas cuando precisamente dichas sales permiten realizar
una unién de los acidos nucleicos también con fuerzas idnicas presentes inferiores a 100 mM, en especial, inferiores
a 50 mM. Las sales mencionadas en el documento WO00/34463 A1 no permiten ninguna unién de acidos nucleicos
asi como tampoco su recuperacion cuantitativa en el caso de ser empleadas con estas fuerzas idnicas tan bajas.

El documento WO 89/08257 A1 indica que los citratos estan incluidos en la categoria de las sales anticaotrépicas.
La cualidad caracterizada en este documento se entiende en el contexto de la inmovilizacién de proteinas y no tiene
ninguna relacién con los acidos nucleicos o con los procedimientos para el aislamiento y la purificacion de los acidos
nucleicos.
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También otros documentos, ademas del documento WO/0034463 A1 ya descrito con detalle, describen el empleo de
las denominadas sales anticaotropicas, asi como de las caotropicas, para el aislamiento y la purificacion de acidos
nucleicos. En este sentido, tampoco es el objetivo de la presente invencién el aprovechar las sales anticaotrépicas y
su empleo para el aislamiento de acidos nucleicos, sino mas bien el de facilitar la posibilidad de aprovechar por
primera vez la combinacién de las sales del acido citrico con un alcohol, con fuerzas idnicas extremadamente bajas,
para una purificacion eficiente y la posterior recuperacion cuantitativa de los acidos nucleicos, y, por tanto, también
de los fragmentos de acidos nucleicos. Y esto no se habia dado a conocer hasta el momento.

La invencion se describira a continuacion a partir de un ejemplo de realizacion.
Ejemplo de realizacion

La purificacién y la recuperaciéon de un producto de PCR de 98 pares de bases a partir de una mezcla de reaccion
de PCR. Empleo de distintos tampones de union.

Tampédn 1: hidrogenocitrato de diamonio 50 mM / 62 % isopropanol
Tampédn 2: citrato de trisodio dihidrato 50 mM / 62 % isopropanol
Tampon 3: citrato de tripotasio monohidrato 50 mM / 62 % isopropanol
Tampon 4: hidrogenocitrato de diamonio 25 mM / 62 % isopropanol
Tampon 5: citrato de trisodio dihidrato 25 mM / 62 % isopropanol
Tampon 6: citrato de tripotasio monohidrato 25 mM / 62 % isopropanol

Se mezclaron respectivamente 500 ul del tampén de unién con 50 pl de una mezcla de la PCR provisto de un
fragmento amplificado de 98 pares de bases.

La mezcla se introdujo posteriormente en una columna de centrifugado con un filtro de fibra de vidrio (AF; empresa
Pall) para la union del fragmento de acido nucleico deseado y se centrifugé durante 1 minuto a 10.000 x g. A
continuacion, la columna de centrifugado se introdujo en un nuevo recipiente de reaccion de 1,5 ml y se centrifugé
de nuevo durante 1 minuto a 8.000 x g tras la adicién de un medio de elucién (Tris-HCI 10 mM).

Los fragmentos de la PCR eluidos se evaluaron posteriormente por medio de un bioanalizador Agilent y se
determiné tanto la pureza como el indice de recuperacién con respecto a la mezcla de reaccién de la PCR no
purificada.

No se ha podido detectar ya ningun cebador o dimero de cebadores no especifico.

La siguiente tabla recoge los indices de recuperacién para los distintos tampones de union correspondientes P1 —
P6.

Fragmento inicial; no Tamponde | Tamponde | Tampénde | Tampénde | Tamponde | Tampodn de
purificado unién P1 unién P2 unién P3 unién P4 unién P5 unién P6
100 % 83,5 % 78,5 % 76,9 % 87,8 % 74,4 % 82,6 %

El ejemplo muestra claramente que con ayuda de los tampones de union conforme a la invencién es posible obtener
unos indices de recuperacion muy altos.

DEFINICIONES
Sales caotrodpicas:

Sales que destruyen la estructura regular, basada en la formaciéon de enlaces de tipo puentes de hidrégeno, del
agua en estado liquido, al impedir la formacién de las estructuras de jaula de H,O necesarias para la solvatacion.
Ejemplos de componentes caotrépicos son los tiocianatos, los yoduros o los percloratos.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la separacion, purificacion y recuperacion de acidos nucleicos de cadena larga y / o corta con
los siguientes pasos:

» Union de los acidos nucleicos a una fase sélida por medio de un tampoén de union
» Elucion de los acidos nucleicos unidos de la fase solida,

caracterizado porque el tampon de union

a) comprende como componente activo una composicion de al menos una sal del acido citrico con
cationes de carga positiva simple y

b) al menos un alcohol, y

c) no contiene ni sales caotropicas ni una combinacién de sales con cationes mono y polivalentes, y

d) porque las fuerzas idnicas para la union a la fase sélida en combinacién con un alcohol son inferiores
a 100 mM.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque las sales del acido citrico representan sales con
cationes de carga positiva simple.

3. Procedimiento segun la reivindicaciéon 2, caracterizado porque como sales del &acido citrico se emplean
hidrogenocitratos o dihidrogenocitratos.

4. Procedimiento segun las reivindicaciones 2 o 3, caracterizado porque se emplean las siguientes sales:

a) hidrogenocitrato de diamonio yl/o
b) dihidrogenocitrato de amonio yl/o
c) citrato de trisodio y/o
d) hidrogenocitrato de disodio y/o
e) dihidrogenocitrato de sodio y/o
f) citrato de tripotasio y/o
g) hidrogenocitrato de dipotasio yl/o
h) dihidrogenocitrato de potasio.

5. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque las concentraciones de alcohol de
los tampones de unién oscilan entre un 20 % y un 90 %.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5, caracterizado porque las concentraciones de alcohol de los tampones de
unién oscilan entre un 40 % y un 70 %.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 5 o 6, caracterizado porque como alcoholes se emplean el metanol, el
etanol, el propanol, el isopropanol, el etilenglicol, el polietilenglicol o el glicerol.

8. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque las fuerzas ionicas para la unién a la
fase solida en combinacién con un alcohol se encuentran por debajo de 50 mM.

9. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque como fase sdlida se emplean
materiales de fibras de vidrio, geles de silice, suspensiones de soportes minerales, particulas magnetizadas;
preferiblemente materiales de fibra de vidrio de 0,7 ym a 2 ym.

10. Procedimiento para la separacién y recuperacién de acidos nucleicos de cadena larga y / o corta, caracterizado
por los siguientes pasos:

» Adicién de los tampones de unién segun una de las reivindicaciones 1 a 8 a las mezclas de
reaccion que contengan acidos nucleicos

» Traslado de la mezcla formada por las mezclas de reaccion y los tampones de unién a una fase
sélida

» Elucion de los acidos nucleicos unidos a la fase solida.
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11. Procedimiento segun la reivindicacion 10, caracterizado porque se prescinde del lavado de los acidos nucleicos
unidos a la fase sélida.

12. Uso del procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 11 para la purificacion de productos de la PCR, mezclas de
restriccion o mezclas de secuenciacion.
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