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DESCRIPCION
Aislamiento de acido nucleico

[0001] La presente invencion se refiere a procedimientos mejorados para el aislamiento de acido nucleico, y a las
soluciones, composiciones y kits para utilizar en los procedimientos.

[0002] Los procedimientos convencionales para el aislamiento de acido nucleico utilizan agentes caotropicos, tales
como tiocianato de guanidinio, y disolventes organicos para lisar las células, y desnaturalizar las proteinas
(incluyendo nucleasas, que de otro modo degradan el acido nucleico). Por ejemplo, Boom et al. (Journal of Clinical
Microbiology, 1990, vol. 28 (3): 495-503) describe un procedimientos en el que se pone en contacto una muestra que
contiene suero u orina humana con particulas de silice en presencia de un tampoén de lisis/unién que contiene
tiocianato de guanidinio. El acido nucleico liberado se une a las particulas de silice, que a continuacién se lavan con
un tampon de lavado que contiene tiocianato de guanidinio, a continuacion con etanol, y después con acetona. El
acido nucleico unido se eluye posteriormente en un tampon acuoso bajo en sal (Tris-HCI, EDTA, pH 8,0).

[0003] Sin embargo, una desventaja de dichos procedimientos es que los agentes caotrépicos y disolventes
organicos son muy inhibidores en las reacciones enzimaticas. Las cantidades residuales de estas sustancias
transportadas en la muestra eluida pueden interferir con el posterior procesamiento enzimatico del acido nucleico
aislado, por ejemplo en la secuenciacion o amplificacion de acido nucleico. El uso de agentes caotrépicos y
disolventes organicos también es indeseable debido a que estos reactivos son toxicos y dificiles de manipular, y
requieren una disposicion especial para su eliminacion. Una desventaja adicional del uso de agentes caotrépicos es
gue requieren molaridades elevadas y tienden a precipitar fuera de la soluciéon durante el almacenamiento,
especialmente el almacenamiento refrigerado. Las soluciones que contienen estos agentes pueden requerir un
calentamiento para volver a disolver el agente caotropico antes de su uso.

[0004] El requisito para las sales caotrdpicas y los disolventes organicos se evita en un procedimiento descrito por
Hourfar et al, (Clinical Chemistry, 2005, 51 (7): 1217-1222). La muestra de plasma se mezcla con particulas de silice
magnéticas en presencia de un tampoén de unién/lisis que contiene una sal cosmotropica (sulfato de amonio) antes
de la adicién de proteinasa K. Después de la separacion, las particulas magnéticas se lavan con tampoén de lavado
gue contiene proteinasa K, y se eluyen en tampoén de elucion (Tris-HCI, pH 8,5) a 80°C Mientras que el acido
nucleico se puede obtener en rendimientos razonables utilizando dichos procedimientos, se desea obtener un
rendimiento incluso mayor rendimiento de acido nucleico. También se desea proporcionar procedimientos que se
pueden llevar a cabo sin ningln requisito para las enzimas, tales como proteinasa K. El uso de enzimas aumenta el
coste de llevar a cabo los procedimientos, y es necesario almacenar las enzimas por separado en condiciones
especiales (por ejemplo, a temperatura reducida, o en forma liofilizada) para mantener su estabilidad.

[0005] El documento WO 2004/055207 describe procedimientos para aislar acidos nucleicos de muestras biologicas
utilizando un material de soporte inorganico. La unién de los acidos nucleicos al material de soporte tiene lugar en
condiciones acidas y la elucion tiene lugar en condiciones basicas. En los ejemplos 1 y 2 de este documento, el
tampon de unidn utilizado es Tris acetato 200 mM pH 4,0, NP40 al 0,5%, sulfato de amonio 200 mM, el tampdn de
lavado es Tris-HCI 10 mM pH 6,6, y el tampon de elucién es Tris/HCI 10 mM pH 8,5.

[0006] El documento WO 99/23111 describe un proceso para la produccion de componentes de alta seguridad viral
para formar un enganche de fibrina a partir de una recogida de plasma humano. El precipitado formado durante el
procedimiento se lava con una solucion de Tris-HCI al 0,1 % de pH 4,5-5,0 o a pH 9,50-10,50 producida en agua
pura.

[0007] Segun la presente invencidn, se proporciona un procedimiento para aislar un acido nucleico, que comprende:
(i) unir el acido nucleico a una fase soélida a un primer pH en presencia de un tampén de unién, en el que el primer
pH es un pH acido;

(ii) lavar el acido nucleico unido con una solucion de lavado; y

(iii) eluir el acido nucleico de la fase solida a un segundo pH que es mas elevado que el primer pH, en el que el
segundo pH esta en el intervalo de 6,5-10;

en el que la solucién de lavado comprende un tampdén con un intervalo de tamponamiento que comprende un pH
gue es mas elevado que el primer pH, y la solucién de lavado esta a un pH que esta dentro de un intervalo de
tamponamiento del tampon de unién, pero inferior al intervalo de tamponamiento del tampén de la solucién de
lavado (es decir, el tamp6n de lavado) y en el que el pH de la solucién de lavado es pH 6,0 o inferior.

[0008] Se ha encontrado que los procedimientos de la presente invencion proporcionan sorprendentes aumentos en
el rendimiento de acido nucleico obtenido en comparacién con los procedimientos de la técnica anterior, por ejemplo
el procedimiento descrito por Hourfar et al. Se cree que el rendimiento mejorado obtenido usando procedimientos de
la presente invencion es debido a que se eliminan cantidades reducidas de acido nucleico de la fase solida durante
la etapa de lavado, y/o se liberan cantidades incrementadas de acido nucleico de la fase solida durante la etapa de
elucion, en comparacion con los procedimientos de la técnica anterior.
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[0009] La mejora de los rendimientos de acido nucleico pueden obtenerse utilizando los procedimientos de la
presente invencion sin ningln requisito para la enzima (tal como, proteasa) de que esté presente en la solucion de
lavado, o para el uso de disolventes organicos o agentes caotropicos. La solucion de lavado se simplifica de esta
manera en comparacion, por ejemplo, con la solucién de lavado requerida para el procedimiento de Hourfar et al., y
no hay ningln requisito para el almacenamiento separado de la proteasa u otra enzima. Debido a que no hay ningin
requisito para agentes caotrépicos o disolventes organicos, puede evitarse la inhibicién del posterior procesamiento
enzimatico del acido nucleico aislado por tales agentes o disolventes.

[0010] Preferiblemente, el primer pH esta en el intervalo de pH 3-6 o pH 3-5. Preferiblemente, el segundo pH es por
lo menos pH 7,0 o un pH alcalino. De manera adecuada, el segundo pH esta en el intervalo de pH 7-9. Dichos
valores de pH son habituales de los que se utilizan con fases sélidas, tales como fases sélidas a base de silice que
son capaces de unirse a acido nucleico a un pH mas bajo y liberar el acido nucleico a un pH mas elevado. Los
extremos de pH se evitan ya que de otro modo podrian dafiar el acido nucleico.

[0011] Preferiblemente, el intervalo de tamponamiento del tampén de lavado es mas elevado que el primer pH (es
decir, un extremo inferior del intervalo de tamponamiento del tampdn de lavado es superior que el primer pH).
Preferiblemente, el intervalo de tamponamiento del tampon de lavado es mas elevado que pH 5,0. Preferiblemente,
el segundo pH esta dentro del intervalo de tamponamiento del tampén de lavado. Esto se prefiere porque se cree
que el pH de la solucion de lavado residual presente en la fase solida después de la etapa de lavado se puede
convertir a continuacion de manera mas eficiente al segundo pH durante la etapa de elucion maximizando de ese
modo la cantidad de acido nucleico que se libera de la fase sélida.

[0012] Preferiblemente, el pH de la solucion de lavado es de pH 6,3 a 6,0. El uso de solucién de lavado a un pH
dentro de este intervalo preferido es compatible con intervalos de tamponamiento de los tampones de unién y de
lavado preferidos.

[0013] Preferiblemente, el primer pH esta dentro del intervalo de tamponamiento del tampdn de unién de manera
gue el pH de la etapa de unién se controla mediante el tampo6n de union. Preferiblemente, un extremo inferior del
intervalo de tamponamiento del tamp6n de unién es a un pH de 3,0 o superior, de manera que se evitan los
extremos de pH en la etapa de union.

[0014] Los intervalos de tamponamiento de tampones utilizados habitualmente en los tampones de lisis, unién,
lavado, y elucién son conocidos por los expertos en la materia. En la tabla 1 siguiente se proporciona el valor de pKa
y el intervalo de tamponamiento de algunos tampones biolégicos importantes, ordenados por el intervalo de
tamponamiento (tomado de Sigma-Aldrich).

Tabla 1
Intervalo de pH eficaz pKa 25°C Tampén
1,2-2,6 1,97 maleato (pK1)
1,7-2,9 2,15 fosfato (pK1)
10,0-11,4 10,70 CABS
10,5-12,0 11,12 piperidina
2,2-3,6 2,35 glicina (pK1)
2,2-6,5 3,13 citrato (pK1)
2,5-3,8 3,14 glicilglicina (pK1)
2,7-4,2 3,40 malato (pK1)
3,0-4,5 3,75 formiato
3,0-6,2 4,76 citrato (pK2)
3,2-5,2 4,21 succinato (pK1)
3,6-5,6 4,76 acetato
3,8-5,6 4,87 propionato
4,0-6,0 5,13 malato (pK2)
4,9-5,9 5,23 piridina
5,0-6,0 5,33 piperazina (pK1)
5,0-7,4 6,27 cacodilato
5,5-6,5 5,64 succinato (pK2)
5,5-6,7 6,10 MES
5,5-7,2 6,40 citrato (pK3)
5,5-7,2 6,24 maleato (pK2)
55-7,4 1,70, 6,04, 9,09 histidina
5,8-7,2 6,46 bis-tris
5,8-8,0 7,20 fosfato (pK2)
6,0-12,0 9,50 etanolamina
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6,0-7,2 6,59 ADA
6,0-8,0 6,35 carbonato (pK1)
6,1-7,5 6,78 ACES
6,1-7,5 6,76 PIPES
6,2-7,6 6,87 MOPSO
6,2-7,8 6,95 imidazol
6,3-9,5 6,80, 9,00 BIS-TRIS propano
6,4-7,8 7,09 BES
6,5-7,9 7,14 MOPS
6,8-8,2 7,48 HEPES
6,8-8,2 7,40 TES
6,9-8,3 7,60 MOBS
7,0-8,2 7,52 DIPSO
7,0-8,2 7,61 TAPSO
7,0-8,3 7,76 trietanolamina (TEA)
7,0-9,0 0,91, 2,10, 6,70, 9,32 pirofosfato
7,1-8,5 7,85 HEPPSO
7,1-9,0 Tris-HCI
7,2-8,5 7,78 POPSO
7,4-8,8 8,05 tricina
7,5-10,0 8,10 hidracina
7,5-8,9 8,25 glicilglicina (pK2)
7,5-9,0 8,06 Trizma (tris)
7,6-8,6 8,00 EPPS, HEPPS
7,6-9,0 8,26 VICIEN
7,6-9,0 8,30 HEPBS
7,7-9,1 8,40 TAPS
7,8-9,7 8,80 2-amino-2-metil-1,3-propanodiol

(AMPD)
8,2-9,6 8,90 TABS
8,3-9,7 9,00 AMPSO
8,4-9,6 9,06 taurina (AES)
8,5-10,2 9,23, 12,74, 13,80 borato
8,6-10,0 9,50 CHES
8,7-10,4 9,69 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP)
8,8-10,6 9,78 glicina (pK2)
8,8-9,9 9,25 hidréxido de amonio
8,9-10,3 9,60 CAPSO
9,5-11,1 10,33 carbonato (pK2)
9,5-11,5 10,66 metilamina
9,5-9,8 9,73 piperazina (pK2)
9,7-11,1 10,40 CAPS

12,33 fosfato (pK3)

[0015] Los procedimientos de la presente invencidon se pueden llevar a cabo usando tampones de unién y/o
tampones de elucidn convencionales para su uso con una fase sélida que es capaz de unirse al acido nucleico en
presencia de tampdn de unién en el primer pH, y de la cual se puede eluir el &cido nucleico en el segundo pH.

[0016] La fase soélida comprende preferiblemente un grupo ionizable, el cual cambia de carga de acuerdo a las
condiciones ambientales. El pKa del grupo ionizable es apropiado para las condiciones en las que se desea unir el
acido nucleico a la fase solida y liberarlo de la misma. Generalmente, el acido nucleico se unira a la fase sélida a un
pH inferior o aproximadamente igual al pKa, y se liberard a un pH mas elevado (normalmente por encima del pKa).
Las fases solidas adecuadas para la unién de un acido nucleico a un primer pH, y la elucioén del acido nucleico unido
a un segundo pH que es mas elevado que el primer pH, son bien conocidas por los expertos en la materia. Por
ejemplo, en el primer pH la fase soélida puede comprender una carga positiva, y en el segundo pH la fase sélida
puede tener una carga menos positiva, neutra o negativa. Alternativa o adicionalmente, en el primer pH la fase solida
puede comprender una carga neutra 0 menos negativa, y en el segundo pH la fase sélida puede tener una carga
negativa 0 mas negativa. Dichos cambios en la carga permiten que el acido nucleico se adsorba a la fase sélida en
el primer pH, y se libere en el segundo pH.

[0017] Por ejemplo, la fase sélida puede comprender un grupo negativamente ionizable con un pKa entre el primer y
segundo pH. El acido nucleico se unira a la fase sélida cuando la fase sélida sea neutra o esté menos cargada
negativamente, y se liberara cuando la fase sélida esté negativamente cargada o mas negativamente cargada.
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[0018] Alternativamente, o adicionalmente, la fase sélida puede comprender un grupo positivamente ionizable con
un pKa entre el primer y segundo pH. El &cido nucleico se unira a la fase sélida cuando la fase sélida esté cargada
positivamente, y se liberara cuando la fase solida sea neutral o esté menos cargada positivamente.

[0019] Los ejemplos de fases solidas que se pueden utilizar seguin la presente invencion incluyen fases sélidas que
comprenden oxidos inorganicos, tales como silice o vidrio (por ejemplo, tal como se describe en Boom et al, o
Hourfar et al.), u 6xido de aluminio, polimeros de azucar, o materiales de cambio de carga (por ejemplo, tal como se
describe en el documento WO 02/48164).

[0020] La fase solida puede estar en cualquier forma adecuada, por ejemplo comprendiendo una membrana, gel, o
particulas, por ejemplo particulas magnéticas. La membrana o gel de silice, y las particulas magnéticas de silice son
ejemplos preferidos. La membrana de silice es particularmente preferida. Es menos cara que las particulas
magnéticas de silice (utilizadas por ejemplo por Hourfar, et al.) y no requieren almacenamiento refrigerado, a
diferencia de las particulas magnéticas de silice.

[0021] Mientras que la unién del acido nucleico a la fase sélida puede mejorarse por la presencia de un agente
caotrépico, cantidades residuales de dichos agentes inhiben el procesamiento enzimatico del acido nucleico aislado
y son toxicos, por lo que se prefiere que los procedimientos de la presente invencion se lleven a cabo en ausencia
de un agente caotrépico.

[0022] Preferiblemente la fase sélida es una fase sdlida en la que se mejora la unién del acido nucleico por la
presencia de un agente cosmotrdpico. Preferiblemente, la unién del acido nucleico a la fase sélida se lleva a cabo en
presencia de un agente de cosmotropico. Dichos agentes son conocidos por mejorar la unién del acido nucleico a
fases solidas, tales como fases solidas a base de silice.

[0023] Los términos de agente "caotropico” y "cosmotrépico” se originan de la serie de Hofmeister (Cacace et al., Q
Rev Biophys 1997;. 30:241-77), que divide estos agentes dependiendo de su influencia sobre la estructura de
macromoléculas y agua. Un agente caotropico se puede definir como una sustancia que rompe la estructura del
disolvente, y un agente cosmotropico como una sustancia que mejora la estructura del disolvente. La figura 1 de
Cacace et al. muestra la serie de Hofmeister y los solutos organicos habituales con efectos sobre la
estructura/funcion de la proteina. Los ejemplos de agentes caotropicos son conocidos por los expertos en la materia,
e incluyen yoduro de sodio, perclorato de sodio, tiocianato de guanidinio y clorhidrato de guanidinio. Los ejemplos de
agentes cosmotrépicos son conocidos por los expertos en la técnica, e incluyen sulfato de amonio y cloruro de litio.

[0024] Segun la presente invencion se proporciona también un procedimiento para aislar un acido nucleico de una
célula, que comprende la lisis de la célula para liberar el acido nucleico de la célula, y aislar el acido nucleico
liberado usando un procedimiento de la presente invencion.

[0025] La lisis se lleva a cabo preferiblemente utilizando el tampén de unién. Los tampones de union que se pueden
utilizar para la lisis celular son conocidos por los expertos en la materia. El tampén de lisis utilizado por Boom et al.
comprende tiocianato de guanidinio, clorhidrato de Tris, pH 6,4, EDTA (ajustado a pH 8), y Triton X-100. Sin
embargo, se prefiere que el tampon de lisis no incluya un agente caotrépico. Los tampones de lisis/union preferidos
para utilizar segun la presente invencidon comprenden un agente cosmotrépico. Preferiblemente, el tampdn es un
tampon acido, de manera adecuada un tampoén de acido fuerte con un pKa (25°C) en el intervalo 3-5.

[0026] Un rendimiento atun mejor de acido nucleico se puede obtener mediante elucion del acido nucleico de la fase
sélida a una temperatura por encima de temperatura ambiente, por ejemplo, 50-90°C, 60-85°C, o 70-80°C.

[0027] Preferiblemente, el acido nucleico se eluye de la fase solida en presencia de un tampoén de elucién.
Preferiblemente, el segundo pH esta dentro de un intervalo de tamponamiento del tampén de elucion, de manera
que el pH de elucion esta controlado por el tampén de elucion.

[0028] En una realizacion preferida, el intervalo de tamponamiento del tampon de elucién se solapa con el intervalo
de tamponamiento del tampon de lavado, lo comprende o estd comprendido por el mismo. Esto ayuda a asegurar
que el pH de la solucién de lavado residual en la fase sélida después de la etapa de lavado se incremente facilmente
hacia el segundo pH durante la elucion.

[0029] Se puede obtener un mejor rendimiento de acido nucleico utilizando los procedimientos de la presente
invencion incluso sin la inclusién de una proteasa en la solucién de lavado. Preferiblemente, la solucion de lavado no
incluye una proteasa.

[0030] Segun la presente invencion, se proporciona también un kit para aislar un acido nucleico, que comprende:

i) un tampdn de unién para unir el acido nucleico a una fase sélida a un primer pH, en el que el primer pH es un pH
acido;

i) una solucion de lavado que comprende un tampén con un intervalo de tamponamiento que comprende un pH que
es mas elevado que el primer pH, en el que la solucién de lavado esta a un pH que esta dentro de un intervalo de
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tamponamiento del tampon de unién, pero inferior al intervalo de tamponamiento del tampén de la solucién de
lavado, y en el que el pH de la solucién de lavado es pH 6,0 o inferior; y

opcionalmente

iii) una solucién para eluir el acido nucleico de la fase solida, en el que la solucién esta a un segundo pH que es mas
elevado que el primer pH, y en el que el segundo pH esta en el intervalo de pH 6,5-10.

[0031] Segun la presente invencion, se proporciona también un kit para aislar un acido nucleico, que comprende:

i) un tampon de unién para unir el acido nucleico a una fase sélida un primer pH, en el que el primer pH es un pH
acido;

i) una composicién en forma seca que cuando se disuelve en un liquido proporciona una solucién de lavado que
comprende un tampon con un intervalo de tamponamiento que comprende un pH que es mas elevado que el primer
pH, en el que la solucién de lavado esta a un pH que esta dentro de un intervalo de tamponamiento del tampdn de
unioén, pero inferior al intervalo de tamponamiento del tampén de la solucion de lavado, y en el que el pH de la
solucién de lavado es pH 6,0 o inferior; y opcionalmente

iii) una composicién en forma seca que cuando se disuelve en un liquido proporciona una solucién para eluir el acido
nucleico de la fase soélida, en el que la solucién esta a un segundo pH que es mas elevado que el primer pH, y en el
que el segundo pH esta en el intervalo de pH 6,5-10.

[0032] Dichos kits se pueden utilizar para llevar a cabo un procedimiento de la presente invencion.

[0033] El tampdn de unién se puede disponer como una solucién o en forma seca (por ejemplo, como un liofilizado)
para disolverse en un liquido.

[0034] La composicion en forma seca que cuando se disuelve en un liquido proporciona una solucion de lavado y/o
la composicion en forma seca que cuando se disuelve en un liquido proporciona una solucion de elucién, puede ser
un liofilizado. El liofilizado se puede preparar, por ejemplo, mediante la disposicion de la solucién de lavado o la
solucion de elucién y la liofilizacién de la solucién para formar la composicién en forma seca.

[0035] El liquido para la disolucion del tampdn de unién, o una composicion de la presente invencién es de manera
adecuada agua, o una solucién acuosa.

[0036] La solucion de lavado de un kit de la presente invencion es preferiblemente una solucién que comprende un
tampon para lavar una fase sélida a la que se une un acido nucleico a un primer pH y se eluye a un segundo pH mas
elevado, en el que el pH de la solucién es pH 6,0 o inferior, mas preferiblemente de pH 3,0 a pH 6,0, y es inferior a
un intervalo de tamponamiento del tampoén.

[0037] Preferiblemente, la soluciéon de lavado no incluye un agente caotropico. Preferiblemente, la solucion de
lavado no incluye un disolvente organico.

[0038] Preferiblemente el intervalo de tamponamiento del tampoén de lavado o cada uno de ellos es mas elevado que
pH 6,0. Preferiblemente el intervalo de tamponamiento del tampén se solapa con el intervalo de pH 6,5-10, esta
comprendido por el mismo o lo comprende. En algunas realizaciones preferidas, el intervalo de tamponamiento del
tampon es mas elevado que pH 7,0.

[0039] Preferiblemente, el pH de la solucion de lavado es pH 5,0 o inferior, preferiblemente desde pH 3,5 a 5.

[0040] Entre los ejemplos de tampones preferidos para la solucion de lavado se incluyen un tampon Tris,
preferiblemente Tris-HCI, y un tamp6n de acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES). El intervalo de tamponamiento
para el tampdn Tris-HCl es pH 7,1 a 9. El intervalo de tamponamiento para el tampén MES es pH 5,5-6,7.

[0041] En una realizacion preferida, la solucién de lavado comprende ademas un detergente. El detergente puede
ayudar en la eliminacion de inhibidores que podrian interferir con el posterior procesamiento del acido nucleico
aislado. Los ejemplos adecuados son detergentes ionicos, tales como dodecilsulfato de litio (LDS) o detergentes no
i6nicos, tales como NP-40 y Triton-X.

[0042] Se entendera que el detergente no estara presente en la composicién seca. Si se desea incluir un detergente
en una solucién preparada utilizando una composicion en forma seca, éste se puede afiadir después de que la
composicion se haya disuelto en solucién acuosa.

[0043] Preferiblemente, el kit no comprende un agente caotrépico, ni un disolvente organico. Preferiblemente, el
tampon de unién del kit comprende un agente cosmotrépico. Los ejemplos de agentes cosmotrépicos adecuados
incluyen sulfato de amonio y cloruro de litio. Se prefiere el sulfato de amonio.

[0044] Un kit de la presente invencién puede comprender ademdas una fase soélida a la que el acido nucleico es

capaz de unirse. Las fases soélidas adecuadas se describen anteriormente. Una fase sélida preferida comprende un
grupo negativamente ionizable con un pKa entre un primer pH en el que el acido nucleico es capaz de unirse a la
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fase sélida, y un segundo pH en el que el acido nucleico es capaz de eluirse de la fase sélida. Preferiblemente, la
fase sélida comprende un 6xido inorganico, preferiblemente silice.

[0045] Un kit de la presente invencion puede comprender ademas una proteasa para utilizar con el tamp6n de unién.
Preferiblemente, la proteasa esta en forma liofilizada, separada del tamp6n de unién (y separada de los
componentes del kit).

[0046] Un kit de la presente invencion puede incluir instrucciones para llevar a cabo el aislamiento de acido nucleico
utilizando los componentes del kit.

[0047] Un kit de la presente invencién puede comprender ademas reactivos necesarios para la amplificacion y/o
deteccion de &cido nucleico una vez aislado.

[0048] Un kit de la presente invencion estara dispuesto habitualmente con los componentes del kit (es decir, el
tampon de union, la soluciéon de lavado (o la composicién en forma seca que cuando se disuelve en un liquido
proporciona la solucién de lavado), y (si esta presente) la solucion de elucién (o la composicion en forma seca que
cuando se disuelve en un liquido proporciona la solucién de elucién) envasados por separado, o almacenados en
compartimentos separados de un recipiente en el que se dispone el kit.

[0049] El solicitante ha observado que durante la etapa de lavado, el tampén de lavado debe permanecer préximo al
primer pH cuando se mezcla con tamp6n de union residual retenido en la fase sélida, de manera que el acido
nucleico permanece unido a la fase sélida y no se desprende con el lavado. Sin embargo, durante la fase de elucion,
el tampén de lavado residual debe cambiar hacia el segundo pH cuando se mezcla con la solucion de elucion para
una liberacidn eficaz del acido nucleico de la fase sélida. Sin relacionarse con ninguna teoria, se cree que el mejor
rendimiento obtenible utilizando los procedimientos de la presente invencién surge porque: (i) la solucion de lavado
no extrae cantidades significativas de acido nucleico de la fase sélida durante la etapa de lavado (porque el pH de la
solucion de lavado se encuentra en el intervalo de tamponamiento del tampdn de unién); y (ii) el pH del tampdn de
lavado residual retenido en la fase solida cambia faciimente hacia el segundo pH cuando se mezcla con una
solucién de elucion (debido al intervalo de tamponamiento del tamp6n de lavado).

[0050] También se proporciona, segin la presente invencion, la utilizacion de un kit de la invencién para aislar un
acido nucleico.

[0051] También se proporciona la utilizaciéon de una solucién de lavado para aislar un &acido nucleico, en la que la
solucion de lavado comprende un tampén para lavar una fase sélida a la que se une acido nucleico a un primer pH'y
se eluye a un segundo pH mas elevado, en la que el pH de la solucion es pH 6,0 o inferior, preferiblemente de pH
3,0 apH 6,0, y el intervalo de tamponamiento del tampén o cada uno de ellos es méas elevado que pH 6,0.

[0052] También se proporciona la utilizacion de una composicién en forma seca que cuando se disuelve en un
liquido proporciona dicha solucion de lavado para aislar un acido nucleico.

[0053] Los presentes inventores han observado que los procedimientos de la presente invencién son capaces de
extraer como minimo 25 copias de acido nucleico, en particular ARN viral, de una muestra bioldgica. A
concentraciones bajas del virus el rendimiento de &cido nucleico obtenido utilizando los procedimientos de la
presente invencion es tan bueno, incluso mas reproducible, que el procedimiento de extraccién de acido nucleico
habitual, que utiliza sales caotropicas y disolventes organicos.

[0054] Los procedimientos de la presente invencion se pueden realizar con formulaciones de tampones que no son
peligrosas y no requieren una disposicidn especial, a diferencia de algunos procedimientos habituales de extraccion
de acido nucleico que utilizan sales caotrépicas y/o disolventes organicos. Las formulaciones de tampones utilizadas
son estables y no requieren la refrigeracién o el calentamiento antes de la utilizacion para redisolver los
componentes que han precipitado durante el almacenamiento. Los procedimientos se pueden utilizar en el
aislamiento de acido nucleico y el andlisis en hospitales y laboratorios, y son especialmente importantes para el
andlisis in situ de acido nucleico en el exterior y el andlisis de acido nucleico de diagnéstico inmediato.

[0055] A continuacion se describen las realizaciones de la presente invencion, a modo de ejemplo Unicamente, con
referencia a los dibujos que se acompafian en que:

la figura 1 muestra una comparacion del rendimiento de acido nucleico obtenido utilizando tampones de lavado
acidos y alcalinosa pH 4y pH 5;

la figura 2 muestra el efecto del tampdn de lisis residual sobre el pH del tamp6n de lavado y el efecto del tampdn de
lavado residual sobre el pH del tampon de elucién;

la figura 3 muestra una comparacion del rendimiento de acido nucleico obtenido a diferentes pH de tampo6n de
lavado (utilizando el tamp6n de lavado que comprende MES); y

la figura 4 muestra los resultados de la recuperacion de ARN obtenido utilizando un procedimiento de la presente
invencién en comparacion con el procedimiento de aislamiento de acido nucleico Qiagen.
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Ejemplo 1

Comparacion del rendimiento de &cido nucleico obtenido utilizando tampones de lavado acidos y alcalinos a pH 4 y
pHS5

[0056] Se aisldé ARN viral de VIH utilizando un tampoén de lisis de base acuosa (que comprende Tris acetato, pH 4,0),
se unié a una fase soélida a base de silice y se lavé con tampones de lavado que comprendia Tris-HClI 10 mM
(intervalo de tamponamiento, pH 7,1 a 9), a pH 4 6 5, citrato de sodio 10 mM (intervalo de tamponamiento, pH 3,0 a
6,2), apH 4 6 5, o Tris Acetato 10 mM (intervalo de tamponamiento, pH 3,6-5,6), a pH 4 6 5. Las soluciones de Tris-
HCI 10 mM a pH 4 y 5 son realizaciones de una solucion de la presente invencién.

[0057] Se eluyé el acido nucleico lavado unido a la fase sélida con tampon de elucién (que comprende Tris-HCI, pH
8,5). El acido nucleico aislado se amplificé y detectd. La figura 1 muestra la intensidad de sefial de deteccion
promedio, las barras de error indican el error estandar del promedio.

[0058] La figura 1 muestra que el rendimiento de acidos nucleicos obtenidos con Tris-HCI 10 mM, pH 4 y pH 5 fue
significativamente superior que con citrato de sodio 10 mM, pH 4y 5, y con Tris Acetato 10 mM, pH 4y 5.

[0059] Se cree que los tampones de lavado acidos no fueron tan eficaces como Tris-HCI 10 mM, pH 4 6 5, porque el
tampon residual restante en la fase sélida disminuye el pH del tampon de elucion, haciendo que la elucion de acido
nucleico sea menos eficaz y por tanto reduciendo el rendimiento.

Ejemplo 2

Efecto del tampén de lisis residual sobre el pH del tampdn de lavado y efecto del tampdn de lavado residual sobre el
pH del tampdn de elucion

[0060] Se investigaron las interacciones entre el tampén de lisis residual y el tampén de lavado, y entre el tampon de
lavado residual y el tampo6n de elucidon, mezclando estos tampones. Se mezclaron 20 ml de tampon de lisis (que
comprende Tris acetato, pH 4) con 500 ml de tampdn de lavado (Tris-HCI 10 mM, pH 4, Tris-HCI 10 mM, pH 6, o
citrato de sodio 10 mM, pH 4), y se mezclaron 20 ml de tampon de lavado (Tris-HCI 10 mM, pH 4, Tris-HCI 10 mM,
pH 6, o citrato de sodio 10 mM, pH 4) con 120 ml de tamp6n de elucion (que comprende Tris-HCI, pH 8,5), para
ilustrar las interacciones de los diversos tampones. El pH de las mezclas se midié con papel de pH. Los resultados
se muestran en la figura 2.

[0061] Los resultados muestran que Tris-HCI 10 mM, pH 4, y Tris-HCI 10 mM, pH 6, permanecen acidos cuando se
mezclaron con tampo6n de lisis. Cuando Tris-HCI, pH 4, o Tris-HCI, pH 6, se mezclaron con tamp6n de elucion, la
mezcla se mantuvo a pH 8,5. Sin embargo, cuando se mezclé el citrato de sodio 10 mM con tampdén de elucion, la
solucién resultante tenia un pH acido.

Ejemplo 3

Comparacion del rendimiento de acido nucleico obtenido a diferentes pH del tampdn de lavado (utilizando tampén de
lavado que comprende MES)

[0062] Se aislé ARN viral de VIH utilizando un tampoén de lisis de base acuosa (que comprende Tris acetato, pH 4,0),
se unid a una fase soélida a base de silice y se lavé con MES 10 mM (intervalo de tamponamiento, pH 5,5 a 6,7) a pH
4,5 6 6. Se eluyo6 el acido nucleico con tampon de elucion (Tris-HCI 10mM, pH 8,5). El acido nucleico aislado se
amplifico y se detectd. La figura 3 muestra la intensidad de sefial de deteccién promedio, las barras de error indican
el error estandar del promedio.

[0063] Los resultados muestran que el rendimiento de acido nucleico obtenido a pH 4 y 5 (inferior al del intervalo de
tamponamiento del tamp6n de MES) es significativamente superior que a pH 6 (dentro del intervalo de
tamponamiento del tampon de MES).

[0064] Se concluye que se obtiene un mejor rendimiento mediante la utilizacion de un tampdn de lavado a pH acido
que es inferior que al intervalo de tamponamiento del tampén de lavado.

Ejemplo 4

Comparacion de la recuperacion de ARN obtenido utilizando un procedimiento de la presente invencién en
comparaciéon con un procedimiento de Qiagen de aislamiento de &cido nucleico

[0065] Se aisl6 ARN viral de muestras de plasma positivas en VIH utilizando un procedimiento de la presente
invenciéon y un procedimiento de Qiagen de aislamiento de acido nucleico. A continuacion se amplificé y detecto el
acido nucleico aislado.



10

15

20

25

ES 2469816 T3

El procedimiento, sequn una realizacién de la presente invencion, fue el siguiente:

[0066] Se mezclo el tampoén de lisis (que comprende citrato de sodio, pH 4,5) con una muestra de plasma y se
incubd antes de afiadir la proteinasa K. Esta mezcla se incub6, a continuaciéon se cargd sobre una fase solida de
silice o fibra de vidrio. El acido nucleico unido se lavé con tampoén de lavado (Tris-HCI, pH 3,8), y se eluy6 con
tampon de elucién (que comprende Tris-HCI, 8,5) a 75-80°C.

[0067] La figura 4 muestra la intensidad de sefial promedio, las barras de error indican el error estandar del
promedio. Los resultados para el procedimiento segin una realizacién de la presente invencién se muestran en las
columnas negras, Yy los resultados para el procedimiento de Qiagen se muestran en las columnas blancas.

[0068] Los resultados mostrados en la figura 4 demuestran que los procedimientos de la presente invencién son
capaces de extraer como minimo 25 copias de acido nucleico, en particular ARN viral, de una muestra bioldgica. A
concentraciones bajas del virus el rendimiento de acido nucleico obtenido utilizando el procedimiento segin una
realizacién de la presente invencién es tan bueno, incluso mas reproducible, que el procedimiento de extraccion de
acido nucleico habitual, que utiliza sales caotrépicas y disolventes organicos.

[0069] Las formulaciones de tampones utilizadas no son peligrosas y no requieren una disposicion especial, a
diferencia de algunos procedimientos habituales de extraccién de acido nucleico que utilizan sales caotrépicas y/o
disolventes organicos. Las formulaciones de tampones utilizadas son estables y no requieren la refrigeracion. Los
procedimientos se pueden utilizar en el aislamiento de acido nucleico y el analisis en hospitales y laboratorios, y son
especialmente importantes para el andlisis in situ de acido nucleico en el exterior y el analisis de acido nucleico de
diagnostico inmediato.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para aislar un acido nucleico, que comprende:

(i) unir el &cido nucleico a una fase soélida a un primer pH en presencia de un tampén de union, en el que el primer
pH es un pH &acido;

(i) lavar el acido nucleico unido con una solucion de lavado; y

(iii) eluir el acido nucleico de la fase sélida a un segundo pH que es mas elevado que el primer pH, en el que el
segundo pH esta en el intervalo de 6,5-10;

en el que la solucién de lavado comprende un tampon con un intervalo de tamponamiento que comprende un pH
que es mas elevado que el primer pH, y la solucién de lavado esta a un pH que esta dentro de un intervalo de
tamponamiento del tamp6n de unidn, pero inferior al intervalo de tamponamiento del tampdn de la solucion de
lavado, y en el que el pH de la solucién de lavado es pH 6,0 o inferior.

2. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que el intervalo de tamponamiento del tampén de lavado es mas
elevado que el primer pH, preferiblemente méas elevado que pH 5,0.

3. Procedimiento, segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el segundo pH esta dentro del intervalo de tamponamiento
del tampén de lavado, preferiblemente en el intervalo de pH 7-9.

4. Procedimiento, segun cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que el pH de la solucién de lavado es
desde pH 3,0 a pH 6,0.

5. Procedimiento, segun cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que el primer pH esta dentro del intervalo
de tamponamiento del tampon de union, preferiblemente en el intervalo de pH 3-6, o pH 3-5.

6. Procedimiento, segun cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que el extremo inferior del intervalo de
tamponamiento del tampdn de union es a pH 3,0 o mas elevado.

7. Procedimiento, segln cualquiera de las realizaciones anteriores, que se lleva a cabo en ausencia de un agente
caotropico y un disolvente organico.

8. Procedimiento, segun cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que la union del acido nucleico a la fase
sélida se lleva a cabo en presencia de un agente cosmotrépico, preferiblemente sulfato de amonio.

9. Procedimiento, segun cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que la fase sélida comprende un grupo
ionizable negativamente con un pKa entre el primer y el segundo pH o en el que la fase solida comprende un 6xido
inorganico, preferiblemente silice.

10. Procedimiento para aislar un acido nucleico de una célula, que comprende lisar la célula para liberar el acido
nucleico de la célula, y aislar el acido nucleico liberado utilizando el procedimiento, segun cualquiera de las
realizaciones anteriores.

11. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, en el que la lisis se lleva a cabo utilizando el tampdén de unién, que
comprende preferiblemente un agente cosmotropico.

12. Procedimiento, segun cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que el acido nucleico se eluye de la fase
sélida a una temperatura por encima de la temperatura ambiente.

13. Procedimiento, segun cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que el acido nucleico se eluye de la fase
sélida en presencia de un tampon de elucion, en el que el segundo pH esta dentro de un intervalo de tamponamiento
del tampo6n de elucion, y preferiblemente el intervalo de tamponamiento del tampdn de elucién se solapa con el
intervalo de tamponamiento del tampdn de lavado o estd comprendido por el mismo.

14. Kit para el aislamiento de un acido nucleico, que comprende:

i) un tampdn de unién para unir el acido nucleico a una fase sélida a un primer pH, en el que el primer pH es un pH
acido; y

ii)

a) una solucion de lavado que comprende un tampdn con un intervalo de tamponamiento que comprende un pH que
es mas elevado que el primer pH, en el que la solucién de lavado esta a un pH que esta dentro de un intervalo de
tamponamiento del tampon de union, pero inferior al intervalo de tamponamiento del tampdn de lavado, y en el que
el pH de la solucién de lavado es pH 6,0 o inferior; y opcionalmente

b) una solucién para eluir el cido nucleico de la fase sdlida, en el que la solucién esta a un segundo pH que es mas
elevado que el primer pH, y en el que el segundo pH esta en el intervalo de pH 6,5-10; o

iii)

a) una composicién en forma seca que cuando se disuelve en un liquido proporciona una solucién de lavado segun

(i(a);
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y opcionalmente
b) una composicién en forma seca que cuando se disuelve en un liquido proporciona una solucion segun (ii)(b).

15. Kit, segun la reivindicacion 14, en el que el intervalo de tamponamiento del tampon en la solucion de lavado o
cada uno de ellos es mas elevado que el pH 6,0, y preferiblemente se solapa con el intervalo de pH 6,5-10, esta
comprendido por el mismo o lo comprende, o en el que la composicién en forma seca que cuando se disuelve en un
liquido proporciona una solucién de lavado tal como se define en la reivindicacion 14(ii)(a), en el que el intervalo de
tamponamiento del tampén en la solucion de lavado o cada uno de ellos es mas elevado que el pH 6,0, y
preferiblemente se solapa con el intervalo de pH 6,5-10, esta comprendido por el mismo o lo comprende.

16. Kit, segun la reivindicacién 15, en el que el tampén de lavado comprende un tampdn Tris, preferiblemente Tris-
HCI.

17. Kit, segln la reivindicacién 15 6 16, en el que la solucién de lavado no incluye una proteasa y/o comprende
ademas un detergente.

18. Kit, segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 17, en el que el kit no comprende un agente caotrdpico, y el kit
no comprende un disolvente organico y/o el tampdn de unidon comprende un agente cosmotrépico.

19. Kit, segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 18, que comprende ademas una fase sélida a la que es capaz
de unirse el acido nucleico en presencia del tampdn de unién al primer pH, y desde la que el acido nucleico se
puede eluir al segundo pH, en el que la fase sélida comprende preferiblemente un grupo ionizable negativamente
con un pKa entre un primer pH en el que el acido nucleico es capaz de unirse a la fase sélida y un segundo pH en el
que al acido nucleico se puede eluir de la fase sélida, o un 6xido inorganico, preferiblemente silice.

20. Kit, segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 19, que comprende ademas una proteasa, preferiblemente en
forma liofilizada, separada del tampdn de union.

21. Utilizacién del kit, segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 20, para el aislamiento de un acido nucleico.

11
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