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DESCRIPCION
Procedimiento para obtener ARN corto asi como kit para el mismo

La presente invencion se refiere a un procedimiento de multiples etapas para la obtencién de al menos ARN corto
con hasta 200 nucleétidos, asi como un kit para el mismo.

En los ultimos afios se ha comprobado que en el caso de los ARNs cortos en células, no se trata de productos de
degradacion sin importancia de ARN largo, p. ej. de ARNr o ARNm, sino que éstos se sintetizan de un modo
preestablecido. Juegan un papel esencial en la regulacion génica, la sintesis de ARN, la modificacion de ARN y el
corte y empalme de ARN en casi todos los organismos vivos y continuamente se descubren nuevas funciones vy,
con ello, campos de aplicacién. De manera correspondiente a su funcion, estructura, localizaciéon en la célula o
participantes en la reaccion, estos ARNs pequefios se subdividen en grupos tales como, p. €j., miARN, ARNSsi,
ARNsh, ARNsno, ARNscn, ARNpi, ARNtasi, ARNrasi, etc., cuyo nimero aumenta asimismo constantemente.

Los ARNs cortos se presentan la mayoria de las veces en forma de cadena sencilla y presentan tipicamente
longitudes en el intervalo de 17-35 nucledtidos. Sin embargo, también existen ARNs de doble cadena tal como, p.
ej., ARNsi o ARNsh, los cuales, sin embargo, para el despliegue de su efecto, han de ser transformados en
cadenas sencillas.

Mientras que para la mayoria de los ARNs cortos no se ha deducido todavia por completo la biosintesis y el modo
de funcionamiento, para algunas especies ya se pudieron desarrollar aplicaciones interesantes desde un punto de
vista econdmico y cientifico. En este caso, son de particular interés miARN y ARNSsi.

Los miARNs (micro ARNs) son codificados en el nicleo, se sintetizan en la célula y conducen a través de diversos
mecanismos, por norma general, a la represion preestablecida de la expresion génica. Los genes afectados
participan en este caso ante todo en el desarrollo, divisiéon y diferenciacion de las células. Se pudo demostrar que
el perfil de expresién de miARN de células sanas se diferencia claramente del que se encuentra en células con un
desarrollo perturbado, p. €j. en el caso del cancer. Con un “perfilado de miARN” basado en chips, es decir, con la
cuantificacion de un conjunto de miARNs, se ha vuelto posible mientras tanto una identificacion mucho mas
precisa de una enfermedad (cancerigena) que la que permitian los métodos actuales.

La formacion de ARNsi de doble cadena (ARN de interferencia corto) se emplea en casi todas las células vegetales
y animales para la defensa frente a patégenos. Después de que un patégeno se introduzca en el célula, se produce
la mayoria de las veces una forma intermedia de ARNm de doble cadena que es cortado en pequefios ARNsi
mediante complejos enzimaticos Dicer, propios de la célula. El propio ARNSsi sirve entonces como sonda especifica
para la secuencia para el ARNm extrafio de la célula que, con ello, es identificado, cortado y hecho de esta manera
inocuo por complejos de nucleasa especiales (RISC). Esta represion en el plano del ARNm puede ser empleada
entonces para reducir en su expresion a genes arbitrarios, por lo tanto también propios de la célula y, con ello,
entre otros, las proteinas correspondientes. Para ello, por ejemplo ARNSsi sintetizado in vitro se introduce en las
células, o se procura una sintesis intracelular de ARNSsi a través de sistemas de vectores. Los ARNs cortos en las
células determinan que los genes diana, que vienen predeterminados por la secuencia de los ARNs cortos, sean
reprimidos por los mecanismos arriba descritos. Con ello, se abre una posibilidad muy elegante y sencilla de
inactivar de manera predeterminada genes individuales, lo cual tiene un gran valor en el caso de la investigacion
de la regulaciéon génica y de la funcién de las proteinas. Con ello, este método es claramente superior a los
procedimientos habituales tales como, por ejemplo, de la preparacion de mutantes inactivados, en relacion con los
costes, complejidad y factibilidad general.

Para las aplicaciones mencionadas tales como transfeccién con ARNsi o “perfilado de miARN”, pero también para
la descodificacion ulterior de la estructura y mecanismos funcionales, es necesario purificar a partir de los
materiales de muestra las especies de ARN activas de la forma mas cuantitativa posible. Adicionalmente, el ARN
corto debe ser ampliamente liberado de un fondo muy grande de ARN largo y proteinas para la analitica
consecutiva que cada vez es mas sensible. Esto exige elevados requisitos al método de extraccion, dado que los
ARNSs cortos se presentan la mayoria de las veces solo en cantidades traza.

Segun el estado actual de la técnica, casi cada una de las purificaciones de ARN pequefio se basa en el principio
de separar del lisado de una muestra biolégica primeramente las macromoléculas grandes tales como ADN, ARN
largo y, en parte, también proteina. El ARN pequefio es precipitado a continuacion por parte del alcohol y luego es
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aislado, la mayoria de las veces a través de la unién a un soporte sélido. El punto critico en el caso de este
procedimiento es la separacion lo mas completa posible de la proteina antes de la precipitacién de ARN pequefio,
dado que de lo contrario, la proteina co-precipita y dificulta mucho una purificacién ulterior del ARN pequefio.

El documento WO 2005/012523 A1 describe un procedimiento para la obtencion de ARN corto con 100 nucleétidos
0 menos, en el que la separacién de ADN y proteina se lleva a cabo a través de una extraccion liquido-liquido con
fenol/cloroformo. Todo el ARN se encuentra después de la extraccion en la fase acuosa que debe a continuacion
ser separado de la mayor parte de la fase organica que contiene las proteinas y de la interfase que contiene el
ADN. Después, mediante la adicién de alcohol a la fase acuosa se crea una condicién bajo la cual el ARN se une a
un soporte sélido.

En el caso de este procedimiento es desventajoso que el uso de fenol albergue un riesgo considerable para la
salud del usuario, dado que el fenol es venenoso y caustico. Ademas, se puede manifestar dificil retirar
cuantitativamente la fase acuosa después de la extraccion liquido-liquido sin arrastrar con ello trazas de la
interfase con ADN o de la fase fendlica con proteina. Si la fase acuosa no se separa por completo de este fondo,
deben asumirse pérdidas considerables en el rendimiento de ARN. Otro inconveniente de este procedimiento
puede consistir en que la extraccion liquido-liquido, y la separacion de fases ligada con ello, no pueda ser
automatizada sin mas. Ante todo en relaciéon con un posible diagnéstico rutinario futuro mediante “perfilado de
miARN”, el proceso complejo y prolongado y la limitacion del rendimiento de la muestra mediante tratamiento
manual representa un inconveniente agravante.

Por lo tanto, otros procedimientos renuncian a la extracciéon con disolventes organicos. Asi, en el documento WO
2005/012487 A2 se propone un procedimiento en el que ARN largo y ADN se separan mediante cromatografia en
columna en presencia de pequefias cantidades de alcohol. EI ARN pequefio permanece en disolucion y, después
de aumentar el contenido en alcohol, es unido a un segundo soporte.

Desventajoso en este procedimiento es el hecho de que las proteinas, que se encuentran asimismo en disolucion,
no son separadas por completo mediante el procedimiento. En el caso de un aumento del contenido en alcohol
para la separacion del ARN pequefio, las proteinas, tal como se ha descrito antes, pueden co-precipitar y unirse
con el ARN pequefio al soporte. Entonces, apenas es ya posible una extraccion por lavado completa de la proteina.
Otra desventaja resulta del hecho de que entre las proteinas celulares se encuentran a menudo también ARNasas
que sin una purificacion cuantitativa digieren los ARNs aislados y, con ello, reducen el rendimiento o bien
contaminan mediante productos de degradacion, en el peor de los casos lo hacen incluso inaprovechable.

Otro procedimiento para la purificacion de especies de ARN pequefio se describe en el documento US
2007/0202511 A1. Mediante la mezcladura simultanea o secuencial de una disolucién con contenido en ARN con
un reactivo caotropico y sales de metales del | y Il grupos principales del Sistema Periddico, se precipitan ARNs
largos y ADN gendmico, mientras que moléculas de ARN corto pemanecen en disolucién. A continuacion, el
sobrenadante que contiene el ARN corto se separa del precipitado, y los ARNs cortos se contindan purificando.
Para ello, pasan a emplearse procedimientos de centrifugacion o diferentes procedimientos cromatograficos.

Lo desventajoso en el caso de este procedimiento es que tampoco en este caso se garantiza la separacion
completa de proteinas. El procedimiento requiere una subsiguiente purificacion cromatografica del ARN pequerio,
para la cual se propone de nuevo una precipitacion alcohdlica, cuyo problema ya se menciond en presencia de
proteina. No esta prevista una separacion individual de las proteinas.

Un procedimiento que conduce a una separacion de la proteina, pero que se contenta sin una extraccion liquido-
liquido con fenol, se encuentra en el producto comercial “All Prep DNA/RNA/Protein” de la razon social Qiagen,
Hilden (DE) para la purificacion de ADN, ARN largo y proteina. En este caso, el ADN se une a una primera
membrana de silice en presencia de sal caotrépica. Después de la adicion de alcohol puede unirse también el ARN
largo a una segunda membrana de silice. El lisado remanente se mezcla con una disoluciéon con contenido en zinc
para la obtencion de la proteina. La proteina precipita en este caso y puede ser aislada mediante centrifugacion.

Este procedimiento no esta pensado ni es adecuado para la purificacion de ARN corto, por que la quimica de unién
utilizada en el kit propuesto, en interaccion con membranas de silice, conduce a un corte de aprox. 200
nucledtidos, de modo que el ARN corto se pierde en el transcurso de la purificacion.

A partir de otro producto comercial “Rneasy® Plus Mini kit y Rneasy MinElute® Cleanup Kit” de la razon social
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Qiagen, Hilden (DE) se conoce un procedimiento para la separacion de ARN largo y corto. No obstante, este
procedimiento no es adecuado para la obtencién cuantitativa de ARN corto de elevada pureza en presencia de
proteinas disueltas, dado que para estas Ultimas no esta prevista separacion alguna.

La presente invencién tiene por misién crear un procedimiento que posibilite una obtencién lo mas cuantitativa
posible de ARN corto a partir de una muestra y que en este caso se contente simultaneamente de forma amplia sin
productos quimicos venenosos. Ademas, el procedimiento deberia ser adecuado para poder llevarse a cabo en un
procedimiento automatizado, es decir, sin la extraccion liquido-liquido dificil de automatizar, p. ej. con
fenol/cloroformo. En este caso, el ARN corto obtenido puede presentar también un elevado grado de pureza.
Ademas, el procedimiento deberia crear la posibilidad de obtener los otros componentes de una muestra de este
tipo, en particular acidos nucleicos largos y proteinas de forma individualizada, debiendo obtenerse también éstos
de forma lo mas cuantitativa posible y con una elevada pureza. Otra mision consiste en habilitar un kit adecuado
para llevar a cabo el procedimiento.

La primera parte del problema se resuelve, de acuerdo con la invencién, mediante un procedimiento con las
siguientes etapas:

a) habilitar una disolucién biolégica que contiene al menos ARN corto asi como proteinas y/o acidos
nucleicos largos (ARN largo y ADN);

b) separar las proteinas y los acidos nucleicos largos de la disolucién, precipitando al menos las
proteinas y mezclando la disolucién para la precipitacion de las proteinas con iones de metales
bivalentes, ajustandose la concentracion de los iones de metales a 0,2 hasta 0,6 M;

c) adsorcion del ARN corto a un (primer) soporte soélido después de la precipitacion de las
proteinas;
d) obtencion del ARN corto mediante desorcion del soporte.

Sorprendentemente, se encontré que en el caso de un procedimiento en el que al menos se precipitan primero las
proteinas a partir de la disolucién con contenido en ARN y, a continuacion, se adsorbe el ARN corto a un soporte
del que se puede desorber de nuevo en otra etapa, el ARN corto contenido se obtiene con un elevado rendimiento
con una pureza simultaneamente elevada.

Si en el momento de la adsorcién del ARN corto al primer soporte estuvieran todavia presentes grandes cantidades
de proteinas, entonces éstas precipitarian asimismo bajo las condiciones correspondientes y se unirian a la matriz
de union. En el peor de los casos se produciria una obstruccion de la matriz de unién y una considerable
contaminacion del ARN corto con proteina. Segun el procedimiento de acuerdo con la invencion esta casi excluido
un arrastre y/o precipitacion de proteinas de este tipo mediante la precipitacion previa de la proteina y las
siguientes etapas de lavado pueden reducirse a un minimo.

Otra ventaja del procedimiento de acuerdo con la invencion consiste en la posibilidad de obtener proteinas en una
forma que pueda ser utilizada directamente para otros fines. Este no es el caso en todos los restantes
procedimientos para la obtencién de ARNs cortos.

Por ARN corto se entiende en el marco de la presente invenciéon moléculas de ARN que tipicamente presentan
hasta 200 nucledtidos, en particular hasta 150 nucledtidos o hasta 100 nucleétidos, o incluso sélo hasta 75
nucledtidos o solamente 40 nucledtidos. EI ARN corto debe ser separado mediante el procedimiento de acuerdo
con la invencion, en particular de ARN largo, ADN y proteinas.

El ARN corto se diferencia en el marco de esta invencion de los ARNs largos tales como, por ejemplo ARN
ribosomal (ARNr) o ARN mensajero (ARNm). ARNs pequefios en el sentido de esta invencion son, por ejemplo,
ARNr 5.8S, ARNr 5S, ARNs de transferencia (ARNt), ARN nuclear pequefio (ARNsn), ARN nucleolar pequefio
(ARNsno), micro ARN (miARN), ARN de interferencia pequefio (ARNsi), ARNsi que actua en trans (ARNtasi),
ARNSsi asociado a repeticiones (ARNrasi), ARN temporal pequefio ARNst), ARN pequefio no codificante (ARNtnc),
ARN de pequefia exploracion (ARNsc) y ARN modulador pequefio (ARNsm).

Como fuente para los ARNs cortos a extraer pueden servir materiales biolégicos naturales tales como células,
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tejido, érganos, organismos, liquidos corporales, etc., al igual que mezclas de reaccion in vitro en las que se
producen moléculas de ARN, se cortan o modifican tales como, por ejemplo, un ARNds largo de digestion in vitro
mediante Dicer. Basicamente, el procedimiento de acuerdo con la invencion es aplicable, en principio, a todas las
muestras con contenido en ARN pequeno.

Para habilitar la disolucién biolégica, las muestras se someten primero a una lisis. Para ello se emplean
habitualmente tampones de lisis con reactivos caotropicos. Reactivos caotropicos son conocidos por el experto en
la materia. Estos destruyen membranas, desnaturalizan proteinas, conducen a la lisis de la célula y liberan acidos
nucleicos. De acuerdo con su tendencia de debilitar interacciones hidréfobas, los iones se disponen en la asi
denominada serie de Hofmeister. lones con un caracter caotrépico acusado son, p. €j., guanidinio, bario y calcio.
Sales caotropicas empleadas a menudo en la purificaciéon de acidos nucleicos son, entre otras, hidrocloruro de
guanidinio, tiocianato de guanidinio o perclorato de sodio. Las sales descritas conducen en la lisis a una disolucion
de las células o de las asociaciones celulares bajo inactivacion simultdnea de RNasas. Ademas, la lisis puede ser
sustentada mecanicamente segun el estado conocido de la técnica. Para ello, el experto en la materia puede
recurrir a una pluralidad de posibilidades tales como, por ejemplo, sistemas de rotor/estator, morteros, molinos de
bolas, etc. Después de la lisis, se unen habitualmente procedimientos en los que se separan componentes
(celulares) insolubles, por ejemplo mediante filtracion o centrifugacion.

La precipitacion de las proteinas a partir de la disolucion tiene lugar antes de la adsorcion del ARN corto al soporte
solido. En este caso, con la precipitacion de las proteinas pueden separarse también los acidos nucleicos largos.
En particular, cuando los acidos nucleicos largos deben obtenerse para otros fines, se aconseja, sin embargo,
adsorber los acidos nucleicos largos, preferiblemente antes de la precipitacion de las proteinas, a un (segundo
soporte) solido. De este modo se posibilita una separacion ampliamente completa de los acidos nucleicos largos y,
ademas de ello, existe la posibilidad de aportar éstos, separados de las proteinas, a un aprovechamiento posterior.
Para ello, los acidos nucleicos largos son desorbidos del (segundo) soporte sélido, en particular son eluidos,
eventualmente después de al menos un proceso de lavado.

Mediante el procedimiento se posibilita, por vez primera, aislar proteina, ARN largo y ARN corto a partir de una
muestra no dividida unica con una elevada pureza y, ante todo, también de forma cuantitativa. Con ello, el
procedimiento abre la posibilidad de una determinacién cuantitativa fiable tanto de ARN corto como de acidos
nucleicos largos y proteinas. Esto es de un avance decisivo para el examen de la expresién génica, dado que la
cantidad de muchos ARNs pequerios (p. ej. miARN) tiene una influencia reguladora sobre la cantidad de muchos
ARNms (ARN largo) que, de nuevo, determinan conjuntamente la cantidad de la proteina en cada caso expresada.
Sin embargo, no solo en el caso del examen de procesos de regulacidon naturales es importante el conocimiento
preciso de las cantidades existentes de los tres componentes. Por medio de ARNs pequerios (p. ej. ARNsi) que se
introducen desde el exterior en la célula, se pueden regular el ARNm y el contenido en proteinas. Para el examen
exacto de una relacion dosis-efecto se requiere de nuevo el conocimiento de las cantidades de ARN pequefio, ARN
largo y proteina presentes en una muestra.

Al lisado se le deberia afiadir, en particular, disolvente organico miscible con agua en una cantidad que sea
suficiente para unir acidos nucleicos largos (ARN y ADN) al soporte. De manera preferida, la concentracion de
disolvente se ajusta a 15-40%), de manera particularmente preferida a 20-30%, todavia mejor a 25%, en cada caso
referido a la disolucidn en conjunto. Estas concentraciones conducen a una buena adsorcién de los acidos
nucleicos largos, pero dejan al ARN corto en la disolucién. Disolventes organicos preferidos son uno o varios
alcoholes, en particular etanol y/o 2-propanol.

Otra ejecucion del procedimiento de acuerdo con la invencién prevé mezclar la disolucién para la adsorcion de los
acidos nucleicos largos con una sal de elevada concentracion. Para ello se adecua particularmente una sal
caotropica o una mezcla de varias sales caotrépicas. En este caso, por la expresion “concentracion elevada” se
entienden concentraciones de sales mayores que/iguales a 1 M. Es particularmente ventajoso que la concentracion
de la sal en la disolucion se ajuste a un intervalo de 1 a 10 M.

En la medida en que el ARN largo deba obtenerse de forma aislada, es conveniente separar el ADN de los acidos
nucleicos adsorbidos al segundo soporte. Esto puede tener lugar, por ejemplo, mediante digestion por DNasa. El
ARN largo puede entonces eluirse del segundo soporte, eventualmente después de un proceso de lavado con
tampones de lavado adecuados.

Para la separacion de las proteinas, la disolucion, que contiene las especies de ARN cortas, no ligadas, se mezcla
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con un reactivo precipitador de proteinas. Preferiblemente, las proteinas se precipitan con una disoluciéon que
contiene iones de metales bivalentes. Para ello, se emplean sales de los correspondientes metales. Metales
adecuados en este sentido son, p. €j., Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Hg, Pb y Ba, convenientemente en un intervalo de
concentraciones (concentracion final eficaz) de 0,01 a 1,5 M, mejor de 0,05 a 1 M, todavia mejor de 0,1 a 0,8 M, de
manera particularmente preferida de 0,2 a 0,6 My, 6ptimamente, de 0,30 a 0,40 M.

A continuacion, la disolucion se libera de la proteina precipitada mediante centrifugacion o haciéndola pasar a
través de un dispositivo de filtro adecuado. La fraccion que ha pasado esta entonces ampliamente exenta de
proteinas. La proteina separada se encuentra directamente a disposicion para analisis ulteriores. Asi, p. €j. de
manera conocida se puede disolver en tampén Laemmli, cuantificar y someter a una electroforesis en gel y
emplear en transferencias Western. Sorprendentemente, se comprobd entonces que esta precipitacion de
proteinas, que también es adecuada para precipitar ARN largo o ADN y, por lo tanto, hasta ahora sélo se empled
después de la separacion de ARN y ADN, no incluye las especies de ARN pequefias.

La adsorcion del ARN corto a un (primer) soporte solido después de la precipitacion de las proteinas se fomenta o
bien alcanza debido a que a la disolucién se le afiaden otros disolventes organicos, miscibles con agua, hasta
alcanzar una elevada concentraciéon, de manera preferida hasta alcanzar una concentracion final de 30 a 80% en
vol., preferiblemente de 40 a 70% en vol., en particular de aproximadamente 50 a 60% en vol. en cada caso
referido a la disolucion total.

Disolventes particularmente adecuados son este caso disolventes no alcohdlicos. Representantes de este grupo
son, por ejemplo, acetona, acetonitrilo, dimetilsulféxido (DMSQO), tetrahidrofurano (THF), dioxano vy
dimetilformamida (DMF). Estos pueden emplearse individualmente o también en forma de mezcla entre si. Estos
disolventes posibilitan una buena adsorcion del ARN corto al soporte. Otra ventaja del uso de disolventes
organicos no alcohdlicos para la precipitacion del ARN corto consiste en que de este modo se alcanza una
reduccioén de la contaminaciéon del ARN corto por parte de proteinas.

Para la obtencion del ARN corto mediante desorcion del soporte, éste se lava y las moléculas de ARN corto se
eluyen a continuacion en una forma altamente pura y concentrada.

Por soportes sdlidos se entienden fases solidas que son insolubles en agua y a las que se unen acidos nucleicos
en fase acuosa, preferiblemente con una elevada fuerza idnica. Ejemplos son particulas porosas o no porosas
tales como silice, vidrio, cuarzo, zeolitas o mezclas de los mismos. La expresion fase sélida puede designar,
ademas, particulas magnéticas o no magnéticas, polimeros y materiales que estan revestidos, por ejemplo, con
silice, vidrio, cuarzo o zeolitas. Ademas, el soporte sélido puede presentarse en forma de polvo o suspensiones, o
bien puede estar configurado en forma de una membrana, una capa de filtro, una frita, un monolito u otro cuerpo
solido de otro tipo. Los primero y segundo soportes solidos pueden ser idénticos o diferentes en el procedimiento
de acuerdo con la invencion o en el kit de acuerdo con la invencion.

Preferiblemente, como soportes sélidos se utilizan membranas de silice o velos de fibras de vidrio. Si se utilizan
soportes solidos en forma de membranas o velos, el flujo a través de estas matrices de unién puede tener lugar
mediante gravitacion, centrifugacion o mediante la aplicacién de un vacio.

Una forma de realizacion particular del procedimiento de acuerdo con la invencion prevé fijar en una o varias capas
la matriz de uniéon de ARN en cuerpos huecos con orificio de entrada y salida. Cuerpos huecos de este tipo son
conocidos por el experto en la materia, por ejemplo como cuerpos de centrifugas Minispin. Alternativamente, la
matriz de unién puede presentarse también en forma de particulas magnéticas o no magnéticas. Mientras que en
el caso de las columnas Minispin, las etapas de unién, lavado, separacion y elucion son inducidas por la fuerza
centrifuga, en el caso de utilizar perlas magnéticas se puede recurrir a una separacion magnética. Dispositivos
correspondientes son conocidos por el experto en la materia. Si se utilizan perlas no magnéticas, entonces la
separacion puede tener lugar mediante sedimentacion o centrifugacion.

En el caso de soportes sdlidos en particulas tiene lugar una incubacion del lisado con la matriz de unién vy, a
continuacion, la separacion del soporte sélido. Esto puede tener lugar, tal como se ha descrito antes, por ejemplo
mediante sedimentacion, centrifugacion o filtracion. Esto se cumple tanto para los primeros como también para los
segundos soportes solidos en el marco del procedimiento de acuerdo con la invencion.

Otro objeto de la presente invencion es un kit para llevar a cabo el procedimiento de acuerdo con la invencion, que
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contiene
a) al menos un soporte solido para la adsorcion de acidos nucleicos;
b) un reactivo precipitador de proteinas que contiene iones de metales bivalentes;
c) al menos una sustancia de unién para la absorcién selectiva de ARN corto a un soporte soélido,
siendo la sustancia de union un disolvente organico miscible con agua y no alcohdlico;
d) instrucciones con la descripcion de las etapas del procedimiento de acuerdo con la invencion.

Con ayuda del kit de acuerdo con la invenciéon se proporcionan al usuario, junto a una recopilacion de todos los
productos quimicos y materiales necesarios para llevar a cabo el procedimiento de acuerdo con la invencion,
instrucciones que reducen el riesgo de errores de aplicacion y, de este modo, pueden garantizar el éxito en la
realizacion practica del procedimiento de acuerdo con la invencién. Las instrucciones de acuerdo con la
caracteristica e) puede presentarse, por ejemplo, en forma escrita o almacenadas en un CD o DVD.

Segun una forma de realizacion, preferida, en el kit de acuerdo con la invencidon esta presente al menos una
sustancia de unién para el ajuste de las condiciones de union para la adsorciéon selectiva de acidos nucleicos
largos a un soporte solido. Como sustancia de unidn entran en consideracion para este fin los disolventes
organicos descritos con mayor detalle, en particular un disolvente organico miscible con agua que comprende uno
o varios alcoholes, ante todo etanol y/o propanol.

En el caso de otra forma de realizacion, en el kit de acuerdo con la invencién esta presente, como al menos una
sustancia de unién, una sal a base de una o varias sales caotropicas. El kit puede presentar, ademas, una DNasa
para una digestion de ADN.

Segun ofra forma de realizacion preferida, el kit presenta, como reactivo precipitador de proteinas, al menos un
compuesto con contenido en iones de metales. Estos son, por norma general, sales de metales. En este caso, el
compuesto con contenido en iones de metales se elige preferiblemente de compuestos o bien sales que incluyen
los elementos Fe, Ce, Ni, Cu, Zn, Cd, Hg, Pb y/o Ba.

Otra disposicion del kit de acuerdo con la invencion se distingue por que esta presente un disolvente organico
como al menos una sustancia de unién para la adsorcion de ARN corto. En este caso, se trata preferiblemente de
un disolvente no alcohdlico miscible con agua, en particular acetona, acetonitrilo, dimetilsulféxido (DMSO),
tetrahidrofurano (THF), dioxano y dimetilformamida (DMF) o mezclas de estos.

Para el kit de acuerdo con la invencion entran en consideracion los soportes sélidos ya mencionados que son
adecuados para la adsorcion de los acidos nucleicos.

El kit puede contener, ademas, al menos un tampén de lavado, asi como al menos un reactivo de elucién para la
desorcién de al menos el ARN corto del soporte.

EJEMPLOS DE REALIZACION

Formas de realizacion preferida de la presente invencidon se describen en particular con ayuda de ejemplos de
realizacion en relacion con figuras correspondientes.
En este caso muestran:

Figura 1 un electroferograma de una fraccion de ARN largo de higado de cerdo, purificada segun el
procedimiento de acuerdo con la invencion a través de columnas de membrana de silice;

Figura 2 un electroferograma de una fraccion de ARN corto de higado de cerdo, purificada segun el
procedimiento de acuerdo con la invencion a través de columnas de membrana de silice;

Figura 3 una recopilacion en forma de tabla de los rendimientos de ARN determinados a través de UV-
VIS (A260, A280) y purezas, asi como del valor Cp de una cuantificacion miR-16 qRT-PCR del
material diluido en la relacion 1 : 10°. Las fracciones de ARN largo y corto procedentes de higado
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de cerdo se obtuvieron segun el procedimiento de acuerdo con la invencion a través de columnas
de membrana de silice;

una SDS-PAGE de las proteinas precipitadas a partir del lisado de higado de cerdo segun el
procedimiento de acuerdo con la invencion. Pista 1: marcador de bajo peso molecular, pistas 2,
3: 10 pl de proteina (3 ug/ul), pistas 4, 5: 5 ul de proteina (3 pg/ul);

un electroferograma de una fraccion de ARN largo de células Hela, purificado segun el
procedimiento de acuerdo con la invencion a través de particulas de silice;

un electroferograma de una fraccion de ARN corto de células HeLa,  purificado segun el
procedimiento de acuerdo con la invencion a través de particulas de silice;

una recopilacion en forma de tabla de los rendimientos de ARN determinados a través de UV-VIS
(A260, A280) y purezas, asi como del valor Cp de una cuantificacion miR-16 qRT-PCR del
material diluido en la relacién 1 : 10°. Las fracciones de ARN largo y corto procedentes de células
Hela se obtuvieron segun el procedimiento de acuerdo con la invencién a través de particulas de
silice;

una SDS-PAGE del lisado de células HelLa segun el procedimiento de acuerdo con la invencion.
Pista 1: marcador de bajo peso molecular, pistas 2, 3: 10 yl de proteina (0,5 ug/ul);

un gel de TAE agarosa al 1% de una tanda de reaccion DICER purificada in vitro. Pista 1:
marcador de 100 pb, pistas 2, 3: 30 yl de ARNds purificado no cortado, pista 4: 30 ul de tanda
reaccién no purificada, pistas 5, 6: 30 y de ARNSsi purificado;

el rendimiento del ARN a partir de 30 mg de higado de cerdo sin y con precipitacion previa de la
proteina conforme al procedimiento de acuerdo con la invencién;

un electroferograma de la fraccion de ARN corto de higado de cerdo, purificada segun el
procedimiento de acuerdo con la invenciéon después de precipitacion de proteinas con Zn 200
mM;

un electroferograma de la fraccion de ARN corto de higado de cerdo, purificada segun el
procedimiento de acuerdo con la invenciéon después de precipitacion de proteinas con Zn 400
mM;

un electroferograma de fraccion de ARN corto de higado de cerdo, purificada segun el
procedimiento de acuerdo con la invencién después de precipitacion de proteinas con Zn 600
mM;

una recopilacion en forma de tabla de los rendimientos de ARN determinados a través de UV-VIS
(A260, A280) y purezas, asi como del valor Cp de una cuantificacion miR-16 qRT-PCR del
material diluido en la relacion 1 : 10°. Las fracciones de ARN largo y corto procedentes de higado
de cerdo se obtuvieron segun el procedimiento de acuerdo con la invencion a través de columnas
de membranas de silice;

una representacion de las cantidades de proteina a partir de 30 mg de higado de cerdo
cuantificadas en el lisado, después de precipitacion del lisado conforme al procedimiento de
acuerdo con la invencién y, finalmente, en el material eluido de ARN después de la purificacion;

un electroferograma de la fraccién completa de ARN después de la purificacion a partir de 30 mg
de bazo de cerdo por medio de AllPrep DNA/RNA/Protein (Qiagen, N°. de Art. 80.004);

un electroferograma de las fracciones agrupadas de ARN largo y corto después de la purificacion
a partir de 30 mg de bazo de cerdo conforme al procedimiento de acuerdo con la invencién.
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Aislamiento de proteina, ARN largo y ARN corto a partir de tejido

Lisis celular

30 mg de higado de cerdo se mezclaron con 300 uyl de tampdn de lisis (tiocianato de guanidinio 5 M, B-
mercaptoetanol al 1%, citrato de sodio 30 mM pH 5) y se desmenuzaron mecanicamente mediante Micropistilo
hasta que el tejido se habia disuelto casi por completo. El lisado, asi resultante, se separ6 a continuacion,
mediante filtraciéon, de componentes sélidos no lisados. Para ello, el lisado, tal como se describe en el protocolo
estandar de NucleoSpin® RNA Il (kit para el aislamiento de ARN total, Macherey-Nagel, Art. No. 740955.50) se
centrifugo a través de un filtro NucleoSpin®.

Separacion de los acidos nucleicos largos

El filtrado transparente se ajusté con etanol (al 96-100%) a una concentraciéon de etanol de 25% y se mezclo
cuidadosamente con el fin de ajustar la condicién de unién para acidos nucleicos largos. Se llevaron a cabo las
siguientes etapas conforme al protocolo NucleoSpin® RNA 1l (Rev. 08 / octubre 2007). Una columna NucleoSpin®
RNA Il se cargo con la muestra y los acidos nucleicos largos se unieron mediante centrifugacion. En este caso, se
trata de un cuerpo hueco con orificio de entrada y salida en el que esta incorporada como soporte sélido una
membrana de silice. A continuacion, se produjo la digestion por DNasa del ADN unido en la columna, asi como el
lavado y la elucion del ARN largo que queda en la columna conforme al protocolo.

Aislamiento de la proteina

La fracciéon que ha pasado después de la primera columna NucIeoSpin® RNA Il de aprox. 400 pl se combiné con %
de volumen (aprox. 300 pl) de un tampdn de precipitacion de proteinas (ZnCl; 900 mM, acetato de sodio 900 mM
pH 5,0) y se mezcld bien. El precipitado de proteinas en forma de copos, blanco resultante, se aisl6 entonces
mediante centrifugacion (5 min, TA, 14000xg) y retirada del sobrenadante.

Aislamiento del ARN pequefio

El sobrenadante transparente de la muestra después de la separacion de las proteinas se mezcld con
tetrahidrofurano (THF), de modo que la proporcién del THF ascendié a aprox. 55%. Una columna NucleoSpin®
RNA 1l en un tubo de recogida (2 ml) se cargd entonces con la muestra y se centrifugé. En este caso, los acidos
nucleicos cortos se unen al soporte de silice (1 min, TA, 11000xg). La columna se cargé con 600 ul de un tampon
de lavado de sal caotropica (tiocianato de guanidinio 1,33 M, citrato de sodio 30 mM, pH 7, EtOH al 66%) y se
centrifugé (1 min, 11000xg). Tuvo lugar una segunda etapa de lavado con 600 pl de un tampodn de lavado exento
de sal caotropica (Tris/HCI 2,5 mM pH 7,5, NaCl 20 mM, etanol al 80%). La columna se cargd entonces de nuevo
con 200 pl de este tampdn y se secd mediante centrifugacion (2 min, TA, 11000xg). EI ARN corto se eluyd
entonces con 50 ul de agua exenta de RNasa.

Caracterizador del ARN aislado y de |a proteina

En cada caso 1 pl de los materiales eluidos de ARN largo y corto se sometio a una electroforesis con ayuda de un
bioanalizador Agilent 2100 en un Agilent RNA 6000 Nano Kit con chip (No. de Art. 5067-1511).

Las fracciones aisladas del ARN pequefio y del ARN largo se cuantificaron mediante mediciéon de la absorcion a
260 nm (Aze0 = 1 corresponde a una concentracion de aprox. 40 pyg/ml en una cubeta patrén de 1 cm). La pureza
se determiné a través del cociente Azeso/ Azso.

Representativo para todos los miARNs aislados en la fraccién de ARN pequefio, miR-16 se determiné mediante
RT-PCR cuantitativa segun los datos del fabricante (Applied Biosystems Art. No. 4373121, 4324018 y 4366596) en
un aparato LightCycler de Roche. Para la medicion, la muestra se diluyé a aprox. 1:10°.

Las proteinas aisladas/precipitadas se lavaron y secaron segun el protocolo estandar NucIeoSpin® RNA/Protein
(Macherey-Nagel, Art. No. 740933.50). Las proteinas se disolvieron en el tampdn de carga de proteinas (PLB —
siglas en inglés) del kit y se sometieron a una SDS-PAGE.
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Resultados

La Figura 1 muestra un electroferograma tipico de ARN animal con picos de ARN 18S y 28S claros. Los ARNs
cortos que se presentan en grandes cantidades no se observan aqui. Por el contrario, se manifiestan claramente
en el electroferograma de la fracciéon purificada de ARN corto en la Figura 2 en aproximadamente 25-30 s poco
después del pico del marcador. No se observan restos de ARN largo, p. €j., los picos de ARNr que dominan en la
Figura 1. Por consiguiente, las dos figuras muestran un fraccionamiento completo en ARN corto y largo.

Los rendimientos de ARN y las purezas de las dos fracciones estan recopilados en la Figura 3. El valor Cp de 17,9
en la qRT-PCR para la fraccion diluida en la relacién 1:10° del ARN corto muestra la elevada concentracion de los
miARNSs aislados. El control negativo de este sistema PCR TaqMan® tampoco proporciona después de 50 ciclos
producto alguno. La ausencia de inhibidores de la PCR se confirmd mediante series de dilucion y determinacion de
la eficacia de amplificacion (datos no mostrados).

La Figura 4 muestra en el SDS-PAGE que mediante la precipitacion no precipitaron, por ejemplo, sélo proteinas
pequefias o so6lo proteinas grandes, sino que es visible la totalidad de todas las proteinas celulares,
independientemente de su tamafo. Esto es una premisa importante cuando las proteinas deban continuar
analizandose subsiguientemente (p. €j. transferencia Western).

Ejemplo 2:

Extraccién y purificacién de miARNs a partir de células con particulas de silice

Para la representacion de la aplicabilidad del procedimiento a otros materiales de muestra y matrices de unién se
aislaron ARN corto y largo asi como proteina a partir de 3 x 10° células HeLa con ayuda de particulas de silice. La
lisis y la purificacion tuvieron lugar tal como se describe en el Ejemplo de realizacion 1. En lugar de las columnas
NucleoSpin® RNA Il con membrana de silice se utilizaron, sin embargo, particulas de silice como matriz de union.

Para la unién de los acidos nucleicos y para las etapas de lavado y elucion, las particulas de silice se suspendieron
en la muestra respectiva o bien el tampdn respectivo. Para la unién y elucion, se incubé durante 5 min, para las
etapas de lavado so6lo durante 1 min a temperatura ambiente. Después de una centrifugacion para la
sedimentacion de las particulas, se retird el sobrenadante y se transfirié eventualmente a un nuevo recipiente.

La caracterizacion tuvo lugar tal como se recoge en el Ejemplo 1.

Resultado

Analogamente al Ejemplo de realizacion 1, también se obtuvieron dos fracciones con particulas de silice como fase
solida. ElI ARN largo esta representado en la Figura 5, el corto en la Figura 6. Una recopilacion en forma de tabla
de los rendimientos e impurezas se encuentra en la Figura 7. La fraccion de proteina separada mediante SDS-
PAGE se muestra en la Figura 8.

Ejemplo 3:

Purificacion de ARNSsis a partir de una digestion in vitro con DICER

A partir de una tanda de reaccion in vitro, en la que se corté ARN largo de doble cadena (aprox. 400 pb) por parte
de la enzima DICER para formar ARNsi de doble cadena pequefio, debe purificarse por completo el ARN largo no
cortado asi como la enzima DICER. Mediante variacion de las cantidades de etanol, tampén de lisis y tampdn de
precipitacion de proteinas, el corte se desplaza hacia abajo, de modo que el ARNsi pequefio puede ser aislado de
forma limpia.

Separacién del ARNds largo

150 pl de una tanda de reaccion in vitro se mezclaron con 150 ul de tampodn de lisis (véase el Ejemplo 1) y 200 ul
de etanol (al 96-100%). Una columna NucleoSpin® RNA Il se cargé con la muestra y el ARNds largo se unio
mediante centrifugacion. EI ARNds largo se continué purificando después de la unién como el ARN corto del
Ejemplo de realizacion 1 (lavado y elucion).
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Purificacion del ARNsi

La fraccién que ha pasado se mezcla con 100 ul de tampdn de precipitacién de proteinas, no obstante en este
punto se renuncié a la separacion de proteinas, dado que la tanda de reaccién contenia solo cantidades minimas
de proteina. La muestra se mezclé entonces con 800 pl de dioxano y se cargd en una segunda columna
NucleoSpin® RNA II. ElI ARNsi unido se continué purificando tal como el ARN corto del Ejemplo de realizacion 1.

Caracterizacion del ARN aislado

Los dos materiales eluidos con ARNds y ARNsi largos separados se analizaron en un gel de agarosa TAE EtBr al
1% (1 h, 75 V).

Resultado

En la Figura 9 se puede ver el fraccionamiento con éxito de una tanda de reaccién in vitro (pista 4). Las pistas 5y
6 muestran fracciones limpias del producto de ARNSsi corto de doble cadena de 21 pb, que esta ahora totalmente
exento del ARN de partida largo de 400 pb. Esto se representa sin restos del ARNSsi corto en las pistas 2y 3.

Ejemplo 4:

Purificacion de ARN largo antes y después de la precipitacién de proteinas

Este ensayo demuestra que el ARN largo y el ADN en la precipitacion de proteinas son precipitados por completo.
De manera sorprendente, se encontré que el ARN corto permanece en este caso en disolucion y, a continuacion,
puede ser purificado.

Aislamiento de ARN largo antes de la precipitacion de proteinas

Al igual que en el Ejemplo de realizacion 1, se lisaron tres muestras, se lisaron con etanol y se cargaron en
columnas NucIeoSpin® RNA 1. EI ADN en las columnas se digirié tal como se describe, las columnas se lavaron y
el ARN largo se eluy6. Se renuncia a la precipitacion de la proteina y a la purificacion del ARN corto del filtrado.

Aislamiento de ARN largo después de la precipitacién de proteinas

Tres muestras adicionales se lisaron asimismo tal como se describe en el Ejemplo de realizacion 1 y se mezclaron
con etanol. Sin embargo, se obvid la separacion de los &cidos nucleicos largos a través de la columna NucleoSpin®
RNA I, y se llevo a cabo directamente la precipitacion de proteinas descrita. Después de la separacion del
precipitado de proteinas, el lisado transparente se ajustdé a una concentracion final de 55% de THF. Esta
concentracion en disolvente organico es suficiente, tal como lo demuestra el Ejemplo 1, como para unir incluso
miARNs pequefisimos, por consiguiente debe por lo tanto también conducir a la unién de ARN largo. La muestra
se cargd en una columna NucleoSpin® RNA 1l y los acidos nucleicos se unieron mediante centrifugacion (1 min,
TA, 11000xg). Al igual que las primeras tres muestras de este ejemplo de realizacioén, los acidos nucleicos unidos
se sometieron a una digestion por DNasa y, a continuacion, se lavaron y eluyeron.

Cuantificacién del ARN largo

Los seis materiales eluidos se cuantificaron tal como se describe en el Ejemplo de realizacién 1, mediante
medicion de la absorcion a 260 nm.

Resultado
Tal como muestra claramente la Figura 10, los ARNs largos se precipitaron conjuntamente de forma casi
cuantitativa en el transcurso de la precipitacién de proteinas. Por el contrario, los ARNs cortos permanecieron

sorprendentemente en disolucion y se pudieron purificar posteriormente tal como se muestra en el Ejemplo 1.

Ejemplo 5:
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Extraccién y purificacion de ARNs después de precipitacion de proteinas con concentracion de Zn variable

El Ejemplo de realizaciéon 4 ha demostrado que el ARN largo es precipitado mediante zinc junto con la proteina,
pero el ARN corto permanece en disolucion. Este ejemplo demuestra ahora con mayor precision la relacion entre la
concentracion de zinc y las longitudes de ARN precipitadas con ello.

Purificacion de ARN

Se repitid exactamente el Ejemplo de realizacion 1, pero ajustandose la cantidad de zinc en el tampoén de
precipitacion de proteinas de modo que después de la adicién al lisado resultaba una concentracioén final de 200,
400 6 600 mM.

Caracterizacion del ARN aislado

Tal como se describe en el Ejemplo de realizacion 1, los materiales eluidos se analizaron con ayuda de un
bioanalizador Agilent 2100 y se cuantificaron a través de UV-VIS y gqRT-PCR.

Resultado:

Tal como muestran las Figuras 11, 12 y 13, el aislamiento de los ARNs cortos para la concentracion de zinc sigue
una curva optima. Con un contenido creciente en zinc, precipitan conjuntamente en el transcurso de la
precipitacion de proteinas también de forma creciente fracciones de acidos nucleicos mas cortas. Asi, en la Figura
11 se pueden observar, con zinc 200 mM, junto a los ARNs pequefios a aproximadamente 25 s, también ademas
picos anchos para ADN gendmico. EI ADN gendmico falta ya a 400 mM (Figura 12), un indicio de que los acidos
nucleicos largos precipitan bajo estas condiciones con la proteina. Si el zinc se aumenta hasta 600 mM (Figura
13), entonces también disminuye claramente el rendimiento en la fraccion de los ARNs cortos. Estan afectadas, en
particular, especies de ARN tales como, por ejemplo, ARNt o ARNr 5.8S que todavia son visibles en el
electroferograma en el caso de tiempos de retencion cortos. Por el contrario, los miARNs no estan afectados y no
precipitan incluso a una concentracion de zinc de 600 mM, tal como muestra la cuantificacién por medio de qRT-
PCR en la Figura 14. Independientemente de la concentracion de zinc se determinaron concentraciones idénticas
de miARN (visibles en el mismo valor Cp).

Ejemplo 6:

Balance de proteinas

Este ejemplo de realizacion confirma la separacion ampliamente completa de las proteinas mediante la
precipitacion con zinc.

Aislamiento de la proteina y del ARN corto

60 mg de higado de cerdo se lisaron en 600 pl de tampodn de lisis tal como se describe en el Ejemplo de realizacion
1y se clarificaron. A partir de 300 pl de lisado se obtuvieron, tal como se describe, la proteina y el ARN corto.

Determinacién de proteinas

La proteina precipitada se disolvio de nuevo en 300 uyl de tampdn de lisis y se sometid junto con el lisado no
precipitado a una determinacion de las proteinas. Para ello, las dos muestras se diluyeron en la relacion 1:100 en
tampon de lisis, y para el kit de reactivos de ensayo de proteinas Micro BCA utilizado (Pierce, N° de Art. 23235) se
aplicé una recta de calibracién en el tampén de lisis.

En la misma tanda, la proteina residual en la fraccién del ARN corto se determiné frente a una recta de calibracion
en agua.

Resultado

Para 300 pl de lisado de partida resulté una concentracion de proteinas de 36,3 pg/ul y, con ello, una cantidad total
de proteinas de aprox. 10,9 mg a partir de 30 mg de tejido (Figura 15).
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Para la proteina precipitada y disuelta de nuevo resulté una concentracion de 35,2 ug/ ul en 300 pl y, con ello, una
cantidad total de proteinas de 10,6 mg.

El contenido en proteinas en la fraccion de ARN corto ascendié entonces sélo a 0,033 ug/ul en 50 uyl de material
eluido y, con ello, a una cantidad total de proteinas de 1,65 ug.

La concentracién se redujo, por lo tanto, en aprox. un factor de 1000, y la cantidad absoluta en aprox. un factor de
6600. Referido al lisado de partida se pudo separar, por lo tanto, mediante la precipitacion, 97% de la proteina y se
pudo hacer accesible a una lisis ulterior.

Ejemplo 7 (Ejemplo comparativo):

Empobrecimiento de ARN corto mediante el kit AllPrep DNA/RNA/Protein de Qiagen

Este ejemplo de realizacion muestra que en el caso de una purificacion simultanea de ARN vy proteina a partir de
una muestra segun el estado conocido de la técnica, se pierden los ARNs cortos con un corte de aprox. 200 bases.

Aislamiento del ARN

A partir de 30 mg de bazo de cerdo se obtuvo segun el protocolo de preparacion del kit AllPrep DNA/RNA/Protein
(Qiagen, N° de Art. 80004) ARN y se eluyé en 100 ul de tampén.

Paralelamente a ello, a partir de 30 mg de bazo de cerdo se aisld, segun el procedimiento de acuerdo con la
invencion y tal como se describe en el Ejemplo 1, una fraccion de 50 pl con ARN largo y una fraccion de 50 pl con

ARN corto y, a continuacion, se agruparon.

Caracterizacion del ARN

Las dos muestras se examinaron tal como se describe en el Ejemplo de realizacién 1 con ayuda de un
bioanalizador Agilent.

Resultado
La Figura 16 muestra claramente que con el kit AllPrep DNA/RNA/Protein de Qiagen casi se pierde todo el ARN en
el intervalo de hasta 200 bases (picos ausentes/pequefios a aprox. 25 s) mientras que el procedimiento de acuerdo

con la invencion purifica de forma casi cuantitativa ARNs cortos (pico grande de los ARNs cortos en aprox. 25 s,
Figura 17).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la obtencion de al menos ARN corto con hasta 200 nucleétidos, con al menos las siguientes
etapas:

a) habilitar una disolucion biolégica que contiene al menos ARN corto asi como proteinas y/o acidos
nucleicos largos (ARN largo y ADN);

b) separar las proteinas y los acidos nucleicos largos de la disolucion, precipitando al menos las proteinas y
mezclando la disolucién para la precipitacion de las proteinas con iones de metales bivalentes,
ajustandose la concentracion de los iones de metales a 0,2 hasta 0,6 M;

c) adsorcion del ARN corto a un (primer) soporte solido después de la precipitacion de las proteinas;
d) obtencion del ARN corto mediante desorcién del soporte.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que se separan uno de otro las proteinas y los
acidos nucleicos largos, y se obtiene u obtienen las proteinas y/o el ARN largo.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizado por que los acidos nucleicos largos se separan
antes o con la precipitacion de las proteinas de la disolucion.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 2 6 3, caracterizado por que los acidos nucleicos largos se adsorben a
un (segundo) soporte sélido.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4, caracterizado por que la disolucion para la adsorcion de los acidos
nucleicos largos se mezcla con un disolvente organico, en particular miscible con agua, en una concentracion tal
que solo los acidos nucleicos largos se adsorben al segundo soporte, ajustandose la concentracion del disolvente
organico, en particular, a un intervalo de 15 a 40% en vol., preferiblemente de 20 a 30% en vol, de manera
particularmente preferida a 25% en vol., en cada caso referida a la disolucion mezclada con el o los disolventes.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 4 6 5, caracterizado por que la disolucién para la adsorciéon de los
acidos nucleicos largos se mezcla con una sal de elevada fuerza i6nica, en particular una sal caotrépica o varias
sales caotrdpicas, cuya concentracion en la disolucion se ajusta a un intervalo de 1 a 10 M.

7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 4 a 6, caracterizado por que de los acidos nucleicos
adsorbidos al segundo soporte se separa ADN, en particular mediante digestion por DNasa, y se aisla el ARN largo
remanente ante todo del segundo soporte, eventualmente después de un proceso de lavado.

8. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que la disoluciéon para la
precipitacion de las proteinas se mezcla con iones de metales que se eligen del grupo de los elementos Fe, Co, Ni,
Cu, Zn, Cd, Hg, Pb y Ba, y/o la concentracion de los iones de metales se ajusta en particular a 0,3 hasta 0,4 M.

9. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado por que para la adsorcion del ARN corto
se utiliza una disoluciéon que contiene un disolvente organico en elevada concentracion, ajustandose la
concentracién, en particular, a un valor de 30 a 80% en vol., preferiblemente de 40 a 70% en vol., de manera
particularmente preferida de 50 a 60% en vol., en cada caso referida a la disolucion mezclada con el disolvente, y/o
como disolvente organico se utiliza un disolvente no alcohdlico, miscible con agua, el cual se elige, p. €j. del grupo
al que pertenecen acetona, acetonitrilo, dimetilsulfoxido (DMSO), tetrahidrofurano (THF), dioxano vy
dimetilformamida (DMF).

10. Kit para llevar a cabo el procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 9, que contiene al menos

a) al menos un soporte solido para la adsorcion de acidos nucleicos;
b) un reactivo precipitador de proteinas que contiene iones de metales bivalentes;
c) al menos una sustancia de unién para la adsorcién selectiva de ARN corto a un soporte sélido, siendo la
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sustancia de unién un disolvente organico miscible con agua y no alcohdlico;
d) instrucciones con la descripcion de las etapas del procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 9.

11. Kit segun la reivindicacion 10, caracterizado por que esta presente al menos una sustancia de unién para el
ajuste de las condiciones de unién para la adsorcion selectiva de acidos nucleicos largos a un soporte solido, en
particular un disolvente organico miscible con agua y/o una sal a base de una o mas sales caotrépicas en calidad
de al menos una sustancia de unioén y/o el kit presenta una DNasa para una digestion de ADN.

12. Kit segun una de las reivindicaciones 10 u 11, caracterizado por que los iones de metales bivalentes se
eligen del grupo de los elementos a los que pertenecen Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Hg, Pb y Ba.

13. Kit segun una de las reivindicaciones 10 a 12, caracterizado por que el disolvente organico, miscible con
agua y no alcohodlico se elige del grupo al que pertenecen acetona, acetonitrilo, dimetilsulféxido (DMSO),
tetrahidrofurano (THF), dioxano y dimetilformamida (DMF).

14. Kit segun una de las reivindicaciones 10 a 13, caracterizado por que como soportes solidos estan presentes
particulas, también en forma de polvo o suspensiones, polimeros, membranas, capas de filtro, fritas, velos o
soportes en forma de un monolito y/o el material para el soporte soélido es silice, vidrio, cuarzo, zeolitas o mezclas
de los mismos, y/o particulas magnéticas, preferiblemente revestidas con silice, vidrio, cuarzo o zeolitas.

15. Kit segun una de las reivindicaciones 10 a 14, caracterizado por que esta presente al menos un reactivo de
elucion para la desorcion de al menos el ARN corto del soporte y/o al menos un tampén de lavado.

15



ES 2470621 T3

Is]

b — e

—
T h T
i :

[ 4
I

R wer o] -as

1
i
L r._» -
. . m.n
oo
o
. .
] -
R I
! i.
y - i
: :
u >
RO
1
H [l
! .
+
i

L
. .
.
i 1
. i
ot s ke * -
.
——— S —

'
'
1
H
SIS S

+
.

.

3
RIS P

3

»

B Lo p—

arw

Pate

2004 - -1

150_..;1._ em

1004

Figura 1

[£4]

45

P 1 [ [ [ [ oo .
L ) 3 i i [

s | “vevers. {rta - - —— Sy o e
- . . . - .+ NS .
LI EE LI . I [ [ [
1 mderhrae o - .. Sm=trudant vomal draw o] comonefion oo
- P yoo3 P T 2+ v .
« . [ .. [ ~ -
i .t bt P . P ' -
D r Colae-s T T T L p
[ a0t P [ I P . ‘

. P o v LI ~ -

e e eem o v red o el e aega LI SR,
P N . . . - =
. LI - - N . . -
1 e fo AT LA K
4 - » . -

' ' . . ]
} . + L. N . _“ h

! [ e R o) CIEDTR S S YT,
g - N 0 1

T Lo . [ R
N * + ‘ N
) . ! .
o . ves oy FEI R -F - -
At L d ¥ 3 t
i [ . .
. s . * P i LR
Ty ity T T T o T
M [t [ ® . L
CE p i [y 2
« amal .o T e dued B ymede s adesF s
L] « . [ . ., 1
. . . L T [ . LR
i [ L 3 1k "

AR TR ST P R S Arrheqeensds crgrntiad o
e L i . [ . .
o L] | ] [ a -
[ v [ > - 1 .
P ® [ - ' B

1 D T ot [ '
PRSI S, LR H P EIE I |
P P B - > N
A 3 1 *
EEIEY PN S - L I ST

« 1 o «

P . P -

. . « . 3

= ¥ YT Fr—y— 2

] . v PR

[ . PO «

1t oo P A DRI

“ . o « - s
. + P .

1 . -

A T r .

» [

‘4 - ®

L 3 P

— v Dl

| -

!

LN PR

. . [
. ’ N
et mpnal ad “ tad

s . * [

P - ' o

M N M-

P [ v [ L)
[ ’ PR - PR
3 edochad Wodoo L Ll LR S A
. CEE < . -

. “ a .

© a T . € v .oy

L TN RS LTI EE N DN

- L
e « » .
P T
L, N w
.
4
' .- -
.
LR P I
-
- .
L
man
DI e SIS .
SR I R
4 0 v i
R »
T e . P e ke
. [ c

Figura 2

16



ES 2470621 T3

ARN corto ARN largo
Rendimiento de ARN 11,4 pg 65,0 ng
A250/Bz00 1,860 2,156
gRT-PCR [Cp] 17,9 no determinado
Figura 3

Figura 4
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ARN corto ARN largo
Rendimiento de ARN 1,2 ng 49,0 pg
Baso/ Pzyg 1,978 2,157
GQRT~PCR [Cp] 17,7 no determinado
Figura 7

Figura 8

__

Figura 8
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Concentracidén de Zn 200 mM 400 wM 600 mM
Rendimiento de ARN 14,3 pg 11,5 ng 1,0 pyg
Rago/ Boag 1,989 2,043
. no determinable
qRT-FCR 1¢p] 17,9 i7, 0 17,9
Figura 14

Protelna en el lisado celular 1 10900

Proteina precipitada ‘ | 10600

-

Proteina en material eluido| | 1,65

T ¥ T

1 10 100 1000 10000 100000
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Figura 15
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