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DESCRIPCION
Método para el aislamiento de &cidos nucleicos

La presente invencion se refiere a un método para el aislamiento y/o concentracién de acidos nucleicos, en particular de
acidos nucleicos de cadena corta.

El aislamiento de acidos nucleicos como ADN y ARN a partir de materiales vegetales, animales o humanos asi como a
partir de cultivos celulares o cultivos de virus ocurre por regla general segin un patrén basico consistente: los acidos
nucleicos presentes en materiales de partida son primero descompuestos - parcialmente empleando enzimas que
degradan proteinas. En etapas subsiguientes los componentes individuales pueden ser separados empleando diferentes
métodos. Ademas, los acidos nucleicos pueden ser aislados de materiales de muestras, en los cuales ellos estan libres,
es decir no estan en células. De este modo, los acidos nucleicos pueden existir libres en mezclas artificiales de
muestras, pero sin embargo también en nuestras naturales como por ejemplo sangre. Tales &cidos nucleicos que
circulan libres son denominados también &cidos nucleicos extracelulares.

La mayoria de los métodos conocidos a partir del estado de la técnica para la concentracion de los acidos nucleicos se
basa en uno de los dos siguientes principios de separacion:

Los métodos clasicos se basan en un proceso de una etapa, en el cual después de la adicién de un tamp6n que en la
mayoria de los casos contiene un compuesto caotropico, y después de la adicién de un agente organico de extraccion —
mayormente fenol y/o cloroformo- se ejecuta una extraccion. Los indeseados materiales acompafiantes son descartados
con la fase organica. A continuacién, mediante una separacion de fases, los acidos nucleicos remanentes en la fase
acuosa pueden ser separados y con ello aislados. La desventaja esencial de este modo de operacién consiste en que
aparte del empleo de materiales dafiinos para la salud y venenosos como fenol y/o cloroformo, los materiales solubles en
agua permanecen como contaminantes en la soluciéon acuosa de &cido nucleicos, los cuales tienen que ser separados
en otras etapas de purificacion que consumen mucho tiempo.

De alli que considerando esta desventaja, se ha introducido en el estado de la técnica un proceso alternativo, el cual se
basa en la adsorcién selectiva de &cidos nucleicos sobre materiales sdlidos de soporte, como por ejemplo di6éxido de
silicio. Si se requiere, el material de partida que contiene acidos nucleico es sometido a lisis, bajo condiciones definidas
puesto en contacto con el material de soporte, de modo que los acidos nucleicos puede ligarse sobre el material de
soporte; dado el caso, se ejecutan etapas de lavado. Opcionalmente, a continuacion los &cidos nucleicos unidos al
soporte son sometidos a elucion del material de soporte por medio de un tampdén adecuado.

Por ejemplo, un método adecuado para una multiplicidad de diferentes aplicaciones para el aislamiento de &cidos
nucleicos es divulgado en la US 5,234,809 (Boom). Alli se describe un método para el aislamiento de &cidos nucleicos
de materiales de partida que contienen &cidos nucleicos, mediante la incubacién del material de partida con un tampoén
caotrépico y una fase sélida que liga ADN. El tampd6n caotropico realiza, en tanto sea necesario, tanto la lisis del material
de partida como también la union de los &cidos nucleicos a la fase so6lida. El método es bien adecuado para la
separacion de &cidos nucleicos de pequefias cantidades de muestra. En W093/11221 se describe también un método
que se basa en un principio similar.

EP 1 960 938 divulga un método en el cual a una superficie de silice se unen &cidos nucleicos en presencia de un
compuesto caotrépico y/o un alcohol ramificado o no ramificado. La inmovilizacion de los acidos nucleicos ocurre a
elevadas temperaturas. W099/61603 divulga un método de purificacion de plasmidos, en el cual los acidos nucleicos se
ligan a un material de silice en presencia de agentes caotrépicos. La US 2007/106071 se refiere a un método para la
purificacion de &cidos nucleicos de diferente longitud, en el cual se emplean fases que ligan acidos nucleicos, con
diferentes tamafios de poro.

En el estado de la técnica se conocen muchos métodos para la purificacién de acido nucleicos, los cuales consisten en
la combinacién de una fase soélida con un tampén caotrépico. Puesto que en todos los métodos conocidos, los acidos
nucleicos de cadena larga se ligan a la fase sélida por lo menos tan bien, sin embargo en la mayoria de los casos
esencialmente mejor comparados con acidos nucleicos de cadena corta (por ejemplo con una longitud menor a 1000
pares de bases, 500 pares de bases o incluso 300 pares de bases), los métodos del estado de la técnica no son
adecuados para purificar de manera eficiente acidos nucleicos de cadena corta o bien concretamente concentrarlos
respecto a los acidos nucleicos de cadena larga.

La mala aptitud para purificar &cidos nucleicos de cadena corta, es presumiblemente atribuible a que los éacidos
nucleicos de cadena corta se ligan mal al material de soporte, comparados con acidos nucleicos de cadena larga (por
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ejemplo ADN gendmico). Por ello, en la mayoria de los procesos de purificacion establecidos los acidos nucleicos de
cadena corta se pierden en una gran parte y no se encuentran o estan representados de manera inadecuada en los
acidos nucleicos purificados. Sin embargo, para determinadas aplicaciones es deseable aislar &cidos nucleicos de
cadena corta, 0 concentrar estos respecto a los acidos nucleicos de cadena larga.

Para concentrar preferiblemente acidos nucleicos de cadena corta o bien separar acidos nucleicos de cadena corta de
los de cadena larga, se aplicaron ya en el estado de la técnica diferentes principios. Por ejemplo, DE 10 2006 045 391
describe un método para la separacién de acidos nucleicos largos de &cidos nucleicos cortos, en el cual se aplica la
muestra varias veces sobre fases sélidas especialmente modificadas. Otro método se basa en el empleo de tampones
especiales de unioén, que no contienen sales caotrdpicas, sino sales de acido citrico, para ligar de este modo en
particular &cidos nucleicos de cadena corta (WO 2007/065934).

La purificacion/concentracion de &cidos nucleicos de cadena corta (ARN y ADN) es de importancia central para
diferentes ambitos de aplicacién. Un campo en el cual los &cidos nucleicos de cadena corta juegan un papel central es el
diagndstico prenatal. Aparte del ADN particular que circula libre, en la sangre de mujeres embarazadas se encuentra
adicionalmente aun ADN que circula libre del feto. Se asume que el ADN fetal que circula libre en la sangre de mujeres
embarazadas se diferencia del ADN que circula libre de la madre, en su tamafio. Mientras frecuentemente el ADN
materno que circula libre posee una longitud promedio superior a 500 pares de bases, una parte predominante del ADN
fetal que circula libre es claramente mas pequefia y posee en promedio una longitud inferior a 500 pares de bases. Esta
diferencia de tamafio entre los acidos nucleicos materno y fetal podria ser empleada para concentrar ADN fetal y con ello
poder investigar mejor, en tanto se tuvieran a disposicion métodos adecuados de purificaciéon. El uso de ADN que circula
libre de origen fetal para el diagndstico prenatal tendria como ventaja que seria inocuo para el feto respecto a los
métodos clasicos como la amniocentesis o la biopsia de vellosidades coridnicas y con ello implicaria menos riesgos. Sin
embargo, las cantidades de ADN que circula libre de origen fetal en la sangre son muy bajas. Dependiendo del estado
de gestacion, en 1 ml de sangre se encuentran entre 20 y 260 copias de ADN fetal. La concentracién de ADN que circula
libre fetal es con ello incluso menor, pero todavia superior a la concentracién de células fetales que circulan libres.
Ademas existe el problema de que la concentracién del ADN fetal que circula libre es notablemente pequefia en
comparacion con el ADN materno que circula libre, de modo que para el aislamiento total del ADN que circula libre de la
sangre materna, sélo una fracciéon del material genético proviene del feto; la parte predominante del material genético
aislado proviene de la madre. Por la elevada cantidad de fondo de ADN materno, en muchos casos se complica la
deteccion de fragmentos genéticos del feto, en algunos casos no es suficiente la sensibilidad en si misma de métodos de
deteccion tan sensibles como el PCR en tiempo real, para poder detectar el ADN fetal.

Los métodos empleados hasta ahora para el aislamiento de ADN que circula libre, de la sangre materna purifican
frecuentemente en la misma medida el ADN fetal y el ADN materno, de modo que persiste la relacién inconveniente de
ADN fetal a ADN materno -el ADN fetal representa sélo una fraccién del ADN total. Hasta ahora, no ha ocurrido una
concentracion de ADN fetal respecto al ADN materno. Ademas, de modo regular los &cidos nucleicos fetales se purifican
incluso peor, puesto que los acidos nucleicos de cadena corta frecuentemente se capturan menos bien en la purificacion.
Puesto que ellos son capturados mas mal en la purificacion, estdn presentes entonces en la muestra purificada en la
relacion, en menor concentracion comparada con la muestra de partida. Sin embargo, seria ventajosa una purificacion
eficiente o concretamente purificacion especifica de los &cidos nucleicos extracelulares de cadena corta como por
ejemplo los ADN fetales, porque con ello se elevaria esencialmente la sensibilidad y con ello la confiabilidad de un
diagnostico prenatal que se basa en ADN fetal que circula libre.

De alli que la presente invencion basa el objetivo en poner a disposicion un método para el aislamiento y/o purificacion
de &cidos nucleicos, con el cual se aislen/purifiguen de manera eficiente acidos nucleicos extracelulares y en particular
también acidos nucleicos de cadena corta. Ademas, es objetivo de la invencion poner a disposicion un método para el
aislamiento de leche materna del ADN fetal, el cual permita un aislamiento y/o concentracion efectivos del ADN fetal.

El objetivo es logrado mediante un método para el aislamiento y/o purificacion de acidos nucleicos de cadena corta, en
particular ADN y/o ARN, con una longitud de < 1000 pares de bases, desde un material de partida que contiene acidos
nucleicos, caracterizado por las siguientes etapas del método:

(a) unién de &cidos nucleicos a un material de soporte que liga acidos nucleicos, en el cual se pone en contacto el
material de partida en presencia de un compuesto caotrépico y un alcohol, preferiblemente isopropanol, con el material
de soporte que liga acidos nucleicos, donde el alcohol esta presente en una concentracion = 15% (v/v) y < 32% (v/v) y
donde el material de soporte que liga acidos nucleicos es una fase sélida que liga acidos nucleicos, elegida de entre el
grupo de los materiales que contienen silicio, gel de silice, diéxido de silicio, vidrio, zeolita, caolin, silica gel, ceramica,
membranas de silice y particulas magnéticas que exhiben una superficie de silice o vidrio;

(b) opcional separacion de los acidos nucleicos unidos, del material de soporte que liga acidos nucleicos.
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Segun el método de acuerdo con la invencion, la inmovilizacién de los &cidos nucleicos sobre el material de soporte es
ejecutada bajo condiciones especificas de reaccién. Dos componentes son determinantes para la efectiva union de los
acidos nucleicos de cadena corta sobre el material de soporte, es decir por lo menos un compuesto caotrépico asi como
un alcohol ramificado y/o no ramificado. De acuerdo con la invencion, es de particular importancia la correcta eleccion de
la concentracion de alcohol, la cual para la unién sobre el material de soporte es en la mezcla de muestras, de = 15%
(v/v). Sin embargo, la concentracion de alcohol es preferiblemente mayor y por ello esta en = 19% (v/v). Se ha mostrado,
gue con la eleccién de la concentracién correcta de alcohol, los acidos nucleicos de cadena corta se ligan muy bien al
material de soporte. Una baja concentracién de alcohol puede ser compensada en cierta medida con una elevacion de la
concentracién en sustancias caotrdpicas. De alli que existe una correlacion entre la concentracién de alcohol y la
concentracion de compuestos caotropicos, sobre la cual trataremos a continuacién. El ajuste de acuerdo con la invencion
de la concentracion del alcohol provoca que en particular &cidos nucleicos de cadena corta se liguen de manera eficiente
y con ello sean capturados en la purificacion.

Segun una forma de operar, la concentracion de alcohol esta en un rango de aproximadamente 19 a 32% (v/v), puesto
que en este rango los acidos nucleicos de cadena corta y en particular ADN se ligan particularmente bien y con ello
pueden ser aislados. De este modo, dependiendo del ajuste fino de las condiciones de unién, puede ocurrir también una
concentracion de los acidos nucleicos de cadena corta respecto a los acidos nucleicos de cadena larga. Este ventajoso
efecto de concentracion es alcanzado en particular en una concentracién de alcohol entre 25 y 32% (v/v) y 28 a 32%
(v/v). Con estas condiciones, los &acidos nucleicos de cadena corta se unen mejor y con ello preferiblemente sobre el
material de soporte, comparados con los acidos nucleicos de cadena larga, como muestran también los ejemplos.
También la concentracién de compuestos caotrépicos influye en la unién de los acidos nucleicos. Con eleccion de una
elevada concentracion de compuestos caotrépicos pueden emplearse también bajas concentraciones de alcohol.

Segun una forma preferida de operar, que es adecuada en particular para el efectivo aislamiento/purificacién de acidos
nucleicos extracelulares a partir de una muestra biolégica, la concentracion de alcohol en la etapa (a) estd en un rango
de =2 15% y < 25% (v/v). En la etapa (a) el alcohol puede estar presente en la mezcla por ejemplo en una concentracion
de aproximadamente 18 a 20% (v/v). Los experimentos han mostrado que también a estas bajas concentraciones de
alcohol pueden purificarse de manera eficiente acidos nucleicos largos y también acidos nucleicos de cadena corta y con
ello capturarse de manera efectiva un amplio espectro de tamafio. Para garantizar una buena captura de los acidos
nucleicos de cadena corta, el compuesto caotrépico deberia estar presente en la etapa (a) en una concentracion
suficientemente alta. Por ello la concentracion del compuesto caotropico en la etapa a) estd en = 2 mol/l. Cudl
concentracion de compuesto caotrépico tiene que ser empleada concretamente, para ligar de manera efectiva los acidos
nucleicos de cadena corta, depende de la fuerza del compuesto caotrépico empleado. De este modo, con el uso de un
compuesto caotropico débil como por ejemplo clorhidrato de guanidinio es necesaria una concentracion mayor que con
el uso de un compuesto caotrépico mas fuerte como por ejemplo tiocianato de guanidinio. Los compuestos caotropicos
con la fuerza adecuada, que promueven la unién de los acidos nucleicos de cadena corta también con concentraciones
bajas de alcohol, pueden ser elegidos sobre la base de la denominada serie de Hofmeister. Segin eso, son aniones
caotrépicos fuertes NOs,, ClOs, SCN’, NCS’, y ClkCCOO". Son cationes caotropicos fuertes por ejemplo Ba," y
guanidinio. Preferiblemente, como compuestos caotropicos se emplean tiocianatos, isotiocianatos y/o percloratos, en
particular tiocianato de guanidinio o isotiocianato de guanidinio. Estos compuestos caotropicos fuertes son empleados
preferiblemente en combinacion con bajas concentraciones de alcohol de < 25% (v/v). Las concentraciones adecuadas
estan en = 2,0 mol/l y < 3,1 moll/l.

De modo opcional pueden emplearse también etapas de lavado. Los acidos nucleicos ligados al material de soporte son
entonces separados del material de soporte, por ejemplo sometidos a elucién de una manera de por si conocida, en
tanto se desee una extraccion de los acidos nucleicos de cadena corta. Los &cidos nucleicos aislados/concentrados de
acuerdo con la invencion pueden ser entonces procesados adicionalmente de manera conocida, por consiguiente ser
analizados. Dependiendo del procesamiento adicional o andlisis subsiguientes planeados, asi mismo es sin embargo
posible emplear los acidos nucleicos unidos al material de soporte y con ello sin elucién. Ademas, puede emplearse el
método para eliminar los acidos nucleicos de una muestra.

El método de acuerdo con la invencién puede ser ejecutado como método de 1 etapa. La ventaja de un método de 1
etapa radica en que por regla general se alcanza un elevado rendimiento en acidos nucleicos (total); los acidos nucleicos
se pierden durante la purificacién sélo en una pequefia medida. Puesto que con el método de acuerdo con la invencién,
en la variante de 1 etapa los &cidos nucleicos de cadena corta se ligan de manera efectiva al material de soporte y con
ello son aislados/concentrados, el aislamiento/ concentracién de los acidos nucleicos de cadena corta que asi ocurre es
ya suficiente para muchas aplicaciones. Un método de 1 etapa es también particularmente cémodo para el usuario,
puesto que es rapido y de facil ejecucién. Como prueban los experimentos de comparacion mostrados en los ejemplos,
el método de 1 etapa de acuerdo con la invenciéon para el aislamiento de acidos nucleicos de cadena corta, es
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claramente superior a los métodos conocidos en el estado de la técnica, porque con el método de acuerdo con la
invencién puede alcanzarse un efectivo aislamiento de é&cidos nucleicos de cadena corta con buen rendimiento y
parcialmente incluso también una concentracién de los acidos nucleicos de cadena corta respecto a los &cidos nucleicos
de cadena larga. El método de 1 etapa es adecuado también de manera particular para la purificacion efectiva de &cidos
nucleicos extracelulares, de una muestra, en particular de un liquido corporal como en particular plasma o suero.

Para determinadas aplicaciones, es ventajoso alcanzar una concentracion tan eficiente como sea posible de los acidos
nucleicos de cadena corta respecto a los acidos nucleicos de cadena larga; los acidos nucleicos de cadena corta
deberian ser extraidos sin o bien con tan poca cantidad de fondo como fuera posible de &cidos nucleicos de cadena
larga. En estos casos es deseable purificar tan poca cantidad de acidos nucleicos de cadena larga como sea posible.
Para alcanzar esto de manera particularmente efectiva, segin una forma de operar del método de acuerdo con la
invencidn, se ejecuta antes de las verdaderas etapas de aislamiento a) y opcionalmente b) para la separacién/eluciéon de
los acidos nucleicos de cadena corta, una etapa (x), mediante la cual se alcanza un eficiente empobrecimiento de los
acidos nucleicos de cadena larga. Mediante el empobrecimiento previo de los acidos nucleicos de cadena larga, pueden
extraerse acidos nucleicos de cadena corta en forma particularmente pura.

Segun esta variante de 2 etapas del método de acuerdo con la invencidn, se ejecuta la etapa (x) antes de las verdaderas
etapas de aislamiento a) y b) para el aislamiento/purificacién de los acidos nucleicos de cadena corta, mediante la cual
se alcanza un eficiente empobrecimiento de los &cidos nucleicos de cadena larga. En la etapa de unién (x) ocurre la
unién de los acidos nucleicos al material de soporte en presencia de compuestos caotrépicos y un alcohol ramificado y/o
no ramificado. Nuevamente, para el eficiente empobrecimiento de los &cidos nucleicos de cadena larga son cruciales las
condiciones de unién y en particular la concentracién del alcohol presente durante la unién en la muestra total. A partir
de la separacion/sobrenadante que contiene en particular los &cidos nucleicos de cadena corta de la etapa (x), se aislan
entonces y con ello se concentran en las subsiguientes etapas a) y opcionalmente b), los acidos nucleicos de cadena
corta.

Segun una forma de operar, las etapas a) y b) del método de 1 etapa (ver arriba) son muy similares o bien son casi
idénticas a las etapas a) y b) del método de 2 etapas. Para el método de 2 etapas se emplea por Ultimo en lugar del
material de partida que contiene &cidos nucleicos, la separacidon/sobrenadante de la etapa (x). De alli que para las
etapas a) y b) del método de 2 etapas aplican las mismas condiciones preferidas que las descritas en relaciéon con el
método de 1 etapa. A través de la etapa (X) ejecutada antes, ocurre por ultimo adicionalmente un empobrecimiento de
los acidos nucleicos de cadena larga, de modo que estos se encuentran por lo menos en menores cantidades en la
separacion/sobrenadante. En tanto se desee, en el caso del método de 2 etapas, los acidos nucleicos de cadena larga
pueden asi mismo retirarse por elucion del material de soporte unido en la etapa (x) y ser empleados nuevamente para
otros propasitos.

Como se explicd, el tipo y concentracién del compuesto caotrépico tiene una influencia en la unién de los &cidos
nucleicos y en particular en la eficiencia de la unién de los &cidos nucleicos de cadena corta. En tanto la concentracion
de alcohol en la etapa previa (X) y en la subsiguiente etapa (a) sea igual o casi igual, en la etapa (x) se emplea bien sea
una concentracion inferior de compuestos caotrépicos y/o un compuesto caotrépico mas débil que en la etapa (a).
Mediante esto se alcanza nuevamente un empobrecimiento los acidos nucleico de cadena larga y con ello una
concentracion de los 4cidos nucleicos de cadena corta. Un ejemplo adecuado de un compuesto caotropico débil, que es
empleado en la etapa (x) puede ser por ejemplo clorhidrato de guanidinio.

Diferentes materiales y en particular materiales biolégicos pueden usarse como materiales de partida que contienen
acidos nucleicos. A ellos pertenecen por ejemplo virus, fagos y células, como por ejemplo bacterias pero también células
humanas, animales o vegetales. Ademés, el método es adecuado sin embargo en particular también para el
aislamiento/concentracion de &cidos nucleicos libres de muestras que no contienen células, o muestras procesadas de
modo correspondiente. En particular el método de acuerdo con la invencion es adecuado por ejemplo para el aislamiento
de &cidos nucleicos como ADN y/o ARN, de materiales de muestras de origen humano o animal, en particular muestras
clinicas, como sangre, plasma, suero, saliva, orina, liquido cerebral, esputo, heces, punciones, frotis epitelial, biopsias y
otros tejidos o muestras de médula 6sea. En particular, el método de acuerdo con la invenciéon es adecuado para el
aislamiento de ADN fetal de muestras de sangre materna y en particular de plasma sanguineo materno. Asi mismo, el
método de acuerdo con la invencion es adecuado en particular para el aislamiento de acidos nucleicos que circulan
libremente como ADN y ARN tumorales, de liquidos corporales como en particular plasma y/o suero.

En determinados casos en el método de acuerdo con la invencién puede emplearse la muestra sin tratamiento previo.
Sin embargo, en muchos casos la muestra tiene que ser primero sometida a digestién mediante un método adecuado y
liberarse el material biolégico presente en la muestra. Los métodos para la digestion de muestras y células son
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conocidos por los expertos y pueden ser de naturaleza quimica, enzimatica o fisica. También es posible una
combinacion de estos métodos.

Al respecto pueden enfatizarse como ventajosos diferentes factores para diversos materiales biolégicos; en principio son
bien adecuados los siguientes métodos: Lisis con ayuda de detergentes idnicos y no ionégenos, como por ejemplo SDS,
LiDS o Sarkosyl en tampones adecuados, el uso de sales caotrépicas, como por ejemplo clorhidrato de guanidinio
(GHCL), tiocianato de guanidinio (GTC), isotiocianato de guanidinio (GITC), yoduro de sodio, perclorato de sodio entre
otros; desgarramiento mecanico, como por ejemplo por medio de una prensa de émbolo, ultrasonido, molienda con
esferas de vidrio, esferas de niquel, aluminio o en nitrdgeno liquido; lisis enzimética como por ejemplo con lizosima,
proteinasas, proteinasa K o celulasas o por medio de otras enzimas disponibles comercialmente para la lisis; lisis de las
células por medio de bacteriéfagos o infecciones con virus; liofilizacion; choque osmético; tratamiento con microondas;
tratamiento con temperatura, por ejemplo calentamiento o coccién o congelacion, por ejemplo en hielo seco o nitrdgeno
liquido y descongelacion; lisis alcalina.

Como se explico, los métodos precedentes representan el estado de la técnica para la lisis, los cuales son
suficientemente conocidos y por ello no tienen gque ser ilustrados en detalle.

Para la purificacion de los &acidos nucleicos que circulan libres como por ejemplo ADN de una muestra de sangre, como
por ejemplo para la purificacion de ADN fetal de una muestra materna, se separan primero las células y otros
componentes solidos de la sangre (por ejemplo mediante centrifugacién), y se procesa nuevamente el plasma asi
obtenido. Comunmente, el plasma es libre de células y contiene los acidos nucleicos que circulan libremente, por
ejemplo ADN materno y fetal. En la purificacion de acidos nucleicos de plasma libres no es necesaria ninguna lisis
celular para liberar los acidos nucleicos, puesto que estos ya estan presentes en forma libremente circulante. Esto aplica
también para otras muestras, en las cuales los &cidos nucleicos estan presentes en forma libre y de modo
correspondiente no se encuentran en células. Sin embargo, los acidos nucleicos que circulan libremente pueden estar
presentes en forma de complejos con proteinas y/u otros materiales. Por esta razén, se trata primero el material de
partida que contiene &cidos nucleicos, por ejemplo el plasma sanguineo, con tampon de liberacion el cual asegura que
los acidos nucleicos son liberados de la forma compleja. El tampén de liberacion es en su funcién y composicion similar
a un tampén de lisis, el cual es empleado para la descomposicion celular; mediante el tampén de liberacion se generan
en la muestra condiciones adecuadas para la liberacion de los &cidos nucleicos, de modo que éstos estan presentes en
forma no compleja. Mediante la adicion del tampén de liberacién, tiene mas accesibilidad el &cido nucleico para la
purificacion. De modo correspondiente, el método de acuerdo con la invenciéon puede también ser empleado en
materiales de partida libres de células. Dependiendo de la composicién, el correspondiente tampén de liberacion puede
también funcionar como tampén de lisis, para purificar o bien concentrar de manera efectiva 4cidos nucleicos. Por regla
general, los tampones comunes de lisis pueden ser empleados también como tampones de liberacion.

De acuerdo con la invencion, el uso de tampones de liberaciéon o bien de lisis que contienen sustancias caotropicas es
particularmente efectivo. Esto en particular, puesto que también la composicién del tampén de liberacion o bien de lisis
influye en las condiciones bajo las cuales los acidos nucleicos se ligan al material de soporte. Las condiciones de union
en la muestra, que de acuerdo con la invencién son determinantes para la efectividad del método de acuerdo con la
invencién, pueden por ello también ser ajustadas mediante la adecuada eleccion del tampon de liberacion o bien de lisis,
por ejemplo en combinacion con un tampén de unidén. Los tampones de liberacién o bien de lisis segin la presente
invencién contienen un compuesto caotrépico, como por ejemplo GTC o GHCL y dado el caso un detergente, como por
ejemplo SDS o Tween. Estos agentes pueden estar presentes en solucién acuosa o0 en una solucién tampon, es decir
como los denominados tampones de liberacion o lisis. Como tampones pueden emplearse todos los tampones
adecuados como por ejemplo Tris, Bicina, Tricina o tampon de fosfato. De modo alternativo los tampones de liberacién o
bien de lisis pueden ser afiadidos por separado. Las concentraciones y cantidades adecuadas de los agentes de lisis o
bien de liberacion varian dependiendo de los sistemas en cuestion, tipo de las células etc. y pueden ser determinadas
por los expertos. Para aplicaciones especificas, en particular la purificacion de ADN fetal de muestras de sangre se han
establecido por ejemplo concentraciones en el rango de 2 a 7 M de compuestos caotrépicos, como por ejemplo GTC,
GHCL o Nal o perclorato de sodio, agentes alcalinos 0,1 M a 1 M, como por ejemplo NaOH asi como detergentes al 0,1
a 50 % en peso (p/v), como en particular detergentes no iénicos como por ejemplo Tween.

Durante la unién de los acidos nucleicos al material de soporte estan presentes también compuestos caotrdpicos en la
mezcla de muestras. Los compuestos caotropicos pueden provenir por ejemplo del tampén de lisis o bien de liberacion
y/o también ser afiadidos por separado o bien en forma de un tampdn de unién. Finalmente, son cruciales las
condiciones de unién en la muestra durante la unién de los &acidos nucleicos al material de soporte. Aqui pueden estar
presentes los compuestos caotrépicos finalmente hasta el limite de solubilidad. El uso de compuestos caotrépicos es
ventajoso para la unién eficiente de los acidos nucleicos. La concentracién de los compuestos caotropicos en la muestra
esta durante la union, preferiblemente en un rango de 1 a 10 mol/l, particularmente preferido en 2 a 6 mol/l. Son
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compuestos adecuados por ejemplo yoduro de sodio, perclorato de sodio, tiocianato de guanidinio, isotiocianato de
guanidinio y clorhidrato de guanidinio. La correlacién de la concentracion y tipo de los compuestos caotrépicos
empleados y la concentracion de alcohol para el ajuste de las condiciones de unidn, fueron ya discutidas arriba en
detalle. Nos referimos a la manifestacion de arriba.

Ademas, durante de unién la muestra puede exhibir detergentes, como por ejemplo detergentes no idnicos y en
particular Tween. Los detergentes pueden ser afiadidos con el tampén de liberacion/lisis, o ser componente del tapn de
union. Los detergentes provocan una eficiente disolucion de diferentes componentes en la muestra, asi por ejemplo de
componentes de suero y plasma. Mediante ello puede impedirse el bloqueo del material de soporte que liga &cidos
nucleicos. Esto es ventajoso en particular en el uso de una membrana de silice.

Como se explicd, en el método de acuerdo con la invencién, es determinante la concentracion de alcohol en la muestra
durante la unién de los acidos nucleicos al material de soporte. Se emplean preferiblemente alcanoles de cadena corta,
ramificados o no ramificados con uno a cinco atomos de carbono, como por ejemplo metanol, etanol, propanol,
isopropanol, butanoles o pentanoles. También pueden emplearse mezclas de los correspondientes alcoholes. De modo
particularmente preferido se emplea isopropanol o un alcohol o bien mezclas de alcoholes con propiedades similares al
isopropanol. De acuerdo con la etapa de unién (etapa de unién (x) para el empobrecimiento de los acidos nucleicos de
cadena larga o etapa de unién a) para la union de los acidos nucleicos de cadena corta), varia la concentracion del
alcohol.

En tanto en una etapa previa (x) se presenta empobrecimiento de los &cidos nucleicos de cadena larga, se usan
concentraciones de alcohol que promueven la unién de los acidos nucleicos de cadena larga al material de soporte, para
poder eliminar mediante ello éstos de la muestra. La interrelacién de la concentracién de compuesto caotropico y la
concentracion de alcohol fue ya discutida arriba en detalle. Nosotros remitimos a la manifestacion de arriba. La
separacion o bien el sobrenadante contienen los &cidos nucleicos de cadena corta deseados, debido al empobrecimiento
hasta una gran proporcion.

En la etapa a) del método de 2 etapas se emplea una elevada concentracion de alcohol para la unién preferida de los
acidos nucleicos de cadena corta. Para la mejor unién de los &cidos nucleicos de cadena corta, la concentracion de
alcohol en la muestra durante la unién es preferiblemente = 15% (v/v), = 19% (v/v) y en particular en un rango de
aproximadamente 19 a 32%. Para concentraciones por encima de aproximadamente 25% (v/v) se determiné incluso que
pudieron concentrarse los &cidos nucleicos de cadena corta respecto a los &acidos nucleicos de cadena larga, en
particular en el empobrecimiento previo de los acidos nucleicos. Esto aplica en particular para el ajuste de la
concentracion en compuestos caotropicos; arriba se describen concentraciones adecuadas. Para el uso de elevadas
concentraciones de alcohol de = 25% (v/v) se emplean en la etapa (a) compuestos caotropicos débiles como por ejemplo
clorhidrato de guanidinio o bajas concentraciones de un compuesto caotrépico fuerte. Para el uso de una baja
concentracion de alcohol de < 25% (v/v) en la etapa (a) se emplea de manera correspondiente una elevada
concentracion de compuestos caotrépicos, o también compuestos caotropicos fuertes como isotiocianato de guanidinio o
tiocianato de guanidinio. Este resultado es ventajoso en particular para la purificacion de acidos nucleicos extracelulares
como por ejemplo ADN fetal de muestras de sangre, puesto que las muestras como por ejemplo plasma de sangre
materna contienen normalmente de manera predominante acidos nucleicos de cadena larga. De alli que con el método
de acuerdo con la invencion puede concretamente alcanzarse una purificacion efectiva y concretamente una
concentracion de los &cidos nucleicos de cadena corta.

Segun una forma de operar, durante la uniéon de los &cidos nucleicos al material de soporte, para la union preferida de
los &cidos nucleicos de cadena corta, la mezcla de muestra contiene aproximadamente 30% (v/v) de alcohol. Mediante
ello se alcanza un método efectivo para la concentracion de acidos nucleicos de cadena corta para poner a disposicion
una concentraciéon >2 veces, > 5 veces o concretamente mas de 10 veces de los acidos nucleicos de cadena corta. En
general puede determinarse el potencial de concentracion del método mediante comparacion de los rendimientos de un
fragmento de &cidos nucleicos de 200 pares de bases de longitud y un fragmento de acido nucleicos de 1000 pares de
bases de longitud. Con ello, el método de acuerdo con la invencion supera también claramente el método del estado de
la técnica.

Segun una forma de operar del método de 1 o 2 etapas, en la etapa (a) el alcohol en la mezcla de prueba esta en una
concentracién que es elegida de entre el grupo

*>19% (v/v);

* 225 % (VIv);

*2>15a<25 (viv)

*>25a<32% (Vv/v);

228 a<32% (V/Iv).
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En el método de 2 etapas, en el cual en la etapa (x) ocurre un empobrecimiento de los 4cidos nucleicos de cadena larga,
la concentracion de los compuestos caotrépicos en la etapa a) es = la concentracion en compuestos caotropicos en la
etapa (x). Claramente se alcanzan mejores resultados cuando no se reduce la concentracion de los compuestos
caotrépicos en la transicion de la etapa (x) del método a la etapa a) del método, sino que se eleva la concentracion de
alcohol. Preferiblemente en la verdadera etapa de aislamiento a) se emplea incluso una concentracién mas elevada de
compuestos caotrépicos asi como una concentracién mas elevada de alcohol que en la etapa (x), para promover la union
de los acidos nucleicos de cadena corta al material de soporte.

Segun una forma de operar, el método de acuerdo con la invencién exhibe por lo menos uno de los siguientes rasgos:

* que la concentracion de los compuestos caotrépicos en la mezcla en la etapa (x) y/o etapa (a) es = 1 mol/l hasta el
limite de solubilidad; y/o

* que la concentracion de los compuestos caotropicos en la mezcla en la etapa (x) y/o etapa (a) es =2 mol/l, 2,4 mol/l o
= 2,6 moll/l; y/lo

* que la concentracion de los compuestos caotropicos en la etapa (a) es = a la concentracion de los compuestos
caotropicos en la etapa (x); y/o

« que el material de partida que contiene acidos nucleicos es tratado antes con tampén de lisis; y/o

* que el material de partida que contiene acido nucleicos no contiene células y no se ejecuta lisis celular; y/o

« que el material de partida que contiene &acidos nucleicos es tratado antes con un tampdn de liberacion; y/o

* que no se ejecuta extraccion con fenol; y/o

* que los &cidos nucleicos aislados son tratados con ADNsa; y/o

« que por lo menos el 30% de los &cidos nucleicos de cadena corta pueden ser aislados por medio del método; y/o
* que por lo menos el 50% de los acidos nucleicos de cadena corta pueden ser aislados por medio del método; y/o

« que por lo menos el 60% de los &cidos nucleicos de cadena corta pueden ser aislados por medio del método; y/o
* que se alcanza una concentracion de por lo menos 2 veces de los acidos nucleicos de cadena corta; y/o

* que se alcanza una concentracién de por lo menos 5 veces de los acidos nucleicos de cadena corta; y/o
* que se alcanza una concentracién de por lo menos 10 veces de los acidos nucleicos de cadena corta; y/o

* gque se aislan y/o concentran acidos nucleicos de cadena corta con una longitud, que son elegidos de entre el grupo de
acidos nucleicos con una longitud de < 500 pares de bases, < 400 pares de bases y/o < 300 pares de bases y/o = 50
pares de bases y/o = 100 pares de bases; y/o

* se aislan acidos nucleicos extracelulares.

El material de soporte que liga &cidos nucleicos es preferiblemente una fase sélida que liga acidos nucleicos, del grupo
de los materiales que contienen silice, gel de silice, didxido de silicio, vidrio, zeolita, caolin, silica gel y ceramica.
Finalmente es determinante que el material de soporte esté en capacidad de ligar acidos nucleicos. De modo
particularmente preferido se emplean materiales de silice. Aqui se ha probado tanto el uso de membranas de silice como
también de particulas magnéticas que exhiben una superficie de silice o de vidrio. Estas pueden tener esencialmente
forma de perla o esfera y exhiben preferiblemente un tamafio de particula en el rango de 0,02-30 pum, preferiblemente
0,05-15 pm vy particularmente preferido de 0,1-10 um. Por ejemplo en la inscripcion internacional de patente WO
01/71732 se describen particulas magnéticas que pueden ser empleadas de manera ventajosa en el método de acuerdo
con la invencion, sobre lo que se hace aqui total referencia sustancial.

Después de la incubacion de la matriz de soporte con el material que contiene acidos nucleicos, ocurre la separacion de
los acidos nucleicos del liquido remanente de muestra. Esto es logrado en general mediante la separacién de los acidos
nucleicos unidos de acuerdo con la invencion a la particula - empleando particulas magnéticas de silice con ayuda de un
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campo magnético. Por ejemplo, las particulas magnéticas pueden extenderse sobre la pared del matraz en el que habia
tenido lugar la incubacién. A continuacién puede eliminarse el liquido con los componentes de la muestra que no se
ligaron a las particulas magnéticas. En la etapa (x) se procesa nuevamente sobrenadante (los acidos nucleicos de
cadena larga estan unidos las particulas magnéticas); en la etapa a) se ligan los acidos nucleicos de cadena corta a las
particulas magnéticas y en la etapa b) dado el caso después de etapas de lavado opcionalmente se hace elucién de las
particulas. El procesamiento depende del tipo de matraz en el que ha ocurrido la incubacién. Son por ejemplo etapas
adecuadas del método para la eliminacion del liquido, separacion por decantacion, aspiracién con pipeta, separacion por
filtracion o succion del liquido.

Como se explicd, también pueden emplearse por ejemplo membranas de silice. Los liquidos pueden ser eliminados aqui
mediante centrifugacion o aplicacion de vacio o mediante presion. En muchas aplicaciones del método de acuerdo con la
invencién, en particular en la purificacion de ADN fetal de muestras de sangre materna, estan presentes los acidos
nucleicos que van a ser purificados, en pequefias concentraciones en grandes volimenes. En el uso de una membrana
de silice frecuentemente existe en el estado de la técnica el problema, segin el cual grandes volimenes de muestra
pueden obstruir la membrana. Segun el método de acuerdo con la invencion, sin embargo este problema no ocurre,
puesto que pueden emplearse sustancias tampdn/concentraciones especiales. Esto es ventajoso en particular cuando se
emplean detergentes.

Los acidos nucleicos, que pueden ser aislados con el presente método son por ejemplo ADN, ARN, mARN, éacidos
nucleicos mitocondriales, modificados por via epigenética, de cuerda sencilla, de cuerda doble, circulares, plasmidos,
césmidos, artificiales o sintéticos asi como cADN y fragmentos de ellos. El método de acuerdo con la invencion es
adecuado en particular para la concentracién de acidos nucleicos de cadena corta (por ejemplo ADN y ARN en toda
forma, incluyendo ARN que no codifica como por ejemplo miARN o &cidos nucleicos sintéticos) con una longitud de <
1000 pares de bases, < 800 pares de bases, < 500 pares de bases, 0 < 300 pares de bases. Segun una forma de operar
se aislan y/o concentran acidos nucleicos de cadena corta con una longitud, que son elegidos de entre el grupo de los
acidos nucleicos con una longitud de < 500 pares de bases, < 400 pares de bases, < 300 pares de bases y/o = 50 pares
de bases, = 100 pares de bases. Preferiblemente se purifica ADN y/o ARN. De modo particularmente eficiente se
purifican ADN o ARN de una longitud de = 50 nucleétidos. Para la produccién de ARN de cadena corta, preferiblemente
el 4cido nucleico purificado es tratado con ADNsa.

El tamafio de los &cidos nucleicos aislados puede variar o ser controlado también mediante la eleccion de la
concentracion de alcohol, en particular en combinacion con la concentracién de agentes caotrépicos. El método de
acuerdo con la invenciéon hace también posible en ambas variantes (método de 1 etapa y método de 2 etapas) un
aislamiento efectivo de acidos nucleicos de cadena corta. Mediante el ajuste adecuado de condiciones de unién como se
describen acd, puede lograrse también una concentracion especifica de los &cidos nucleicos de cadena corta. El método
es adecuado en particular para la concentracion de &cidos nucleicos fetales, como prueban también los siguientes
ejemplos.

De alli que el método de acuerdo con la invencion puede ser empleado de manera ventajosa, para aislar acidos
nucleicos extracelulares, como aislar por ejemplo ADN fetal de sangre materna. Por ello, con la presente invencion se
pone a disposicion también un método para la concentracion de &cidos nucleicos fetales de una muestra de sangre, en
particular de plasma o suero sanguineo, el cual se caracteriza porque el método de acuerdo con la invencién es
ejecutado para el aislamiento/concentracion de acidos nucleicos de cadena corta. Los detalles del método se han
establecido arriba.

Sin embargo, se encuentran otros ambitos de aplicacion por ejemplo en el campo forense y otros, donde es decisiva la
purificacion de &cidos nucleicos pequefios. Ademas, el método de acuerdo con la invencién puede ser empleado
también en el marco del diagnéstico, para purificar de una muestra por ejemplo acidos nucleicos tumorales que circulan
libremente, como por ejemplo purificar sangre.

Ademas, con la presente invencién se pone a disposicion un método para la concentracién de acidos nucleicos de una
muestra, excepto la concentracion de acidos nucleicos fetales de una muestra de sangre, el cual se caracteriza porque el
método de acuerdo con la invencién es ejecutado para el aislamiento/purificacion de &cidos nucleicos de cadena corta.
Arriba se han establecido detalles del método.

El método de acuerdo con la invencion es adecuado en particular para la aplicacion en el diagndstico. También puede
ser automatizado y de alli que puede ser empleado para la aplicacion sobre correspondientes robots de purificacion.

Ademas se pone a disposicién un kit para el aislamiento y/o purificacion de acidos nucleicos, en particular de acidos
nucleicos de cadena corta, de un material de partida que contiene acidos nucleicos, que exhibe tampén y/o reactivos y
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opcionalmente por lo menos un material de soporte que liga 4cidos nucleicos para la ejecucion del método de acuerdo
con la invencion. Los detalles del método se han establecido arriba.

Un kit correspondiente puede ser empleado para la purificacion del ADN fetal a partir de una muestra de sangre. Ademas
se pone a disposicion un kit correspondiente para la purificacion de &cidos nucleicos de cadena corta de una muestra, a
excepcion de la concentracion de ADN fetal de una muestra de sangre.

Los kits de acuerdo con la invencién pueden ser utilizados en particular en el campo del diagnéstico y para propdsitos
medicinales. Ellos pueden ser empleados de manera automatizada.

EJEMPLOS

La presente invencion es ilustrada ahora mediante ejemplos. Los ensayos ejecutados ocurrieron en virtud de los escritos
de experimento descritos a continuacion. Los ejemplos que no son registrados en las reivindicaciones son ejemplos de
comparacion.

El punto de partida para la aplicaciéon del método de acuerdo con la invencion, para el aislamiento de ADN fetal que
circula libremente de sangre materna con simultanea concentracion del ADN fetal respecto al ADN materno, es el
hallazgo descrito en la literatura segun el cual se diferencia la longitud promedio de ambas especies de acido nucleicos.
Actualmente se asume de ello, que la longitud promedio de ADN fetal es inferior a 500 pares de bases, la longitud
promedio de ADN materno es superior a 500 pares de bases.

Ejemplo 1: Prueba para la determinacion de la longitud promedio de ADN fetal y materno

Se emplearon tres conjuntos diferentes de plasma, que habian sido construidos a partir de sangre de mujeres
embarazadas con fetos humanos, para la investigaciéon de la distribucién de tamafio del ADN que circula libremente alli
encontrado. Los conjuntos de plasma eran conjuntos A, B y C. El conjunto A contenia plasma de muestras de sangre de
mujeres embarazadas en el primer al tercer trimestre de la gestacion. Los conjuntos B y C contenian en cada caso
plasma de sangre que habian sido tomados de mujeres embarazadas en el primer y segundo trimestre de la gestacion;
un punto de tiempo, que contiene aun pequefias cantidades de ADN fetal que circula libremente, pero es de gran
relevancia para el punto de tiempo de diagndstico clinico.

Como material de partida se emplearon 10 ml de plasma y para el conjunto A 5 ml de plasma. Los procedimientos fueron
segun el protocolo QlAamp Blood DNA Midi (QIAGEN), el cual se ajusté a un volumen de 10 ml. Se realiz6 elucion en
cada caso con 300 pl de tamp6n AE (QIAGEN, disponible comercialmente). Después de la elucién se realiz6 una
precipitacion con etanol/acetato de sodio y se incorporaron las pellas secas en 15 pl de tampén EB (QIAGEN, disponible
comercialmente). Después de una electroforesis en gel de agarosa se recortaron las fracciones grandes individuales del
gel y se ejecutd una extraccion de gel segun el protocolo al vacio QIAquick para la extraccion del gel. Se realizd
extraccion por fraccion de gel en 100 pl; en el subsiguiente PCR se emplearon en cada caso 20 pl del producto de la
elucién en una determinacion doble. Se realizé amplificacion con cebadores correspondientes hasta un locus del SRY
para la deteccion del ADN fetal que circula libremente. SRY es detectable solo para individuos humanos. Puesto que se
empled exclusivamente sangre de embarazadas, que con seguridad tienen un feto humano, todas las sefiales SRY eran
atribuibles a origen de ADN fetal. Ademas se realiz6 amplificacion con cebadores correspondientes al locus c-myc para
la deteccion ADN total que circula libre en sangre materna. La ampliacion fue realizada en un instrumento ABI 7500
(Applied Biosystems). Al respecto surgieron los resultados mostrados en las Fig. 1 y Fig. 2. La Fig. 1 muestra la
distribucién de tamafio del ADN fetal en funcion de los conjuntos empleados. La Fig. 2 muestra la distribucién de tamafio
del ADN fetal en funcion de los conjuntos empleados.

Este experimento muestra que, como se describe en la literatura, el ADN fetal esta presente s6lo en fragmentos cortos.
Al respecto, la fraccion principal esta claramente en la fraccion inferior a 300 pares de bases, una parte significativa
muestra longitudes de fragmento de 300 a 500 pares de bases. S6lo muy poco del ADN fetal que circula libremente en la
sangre materna tiene una longitud mayor a 500 pares de bases. Por otro lado, no todo el ADN materno es mayor a 500
pares de bases. En aproximadamente la mitad del ADN materno, que circula libremente en la sangre, tiene asi mismo
una longitud de sélo 500 pares de bases y menos, sin embargo la otra mitad tiene claramente una longitud mayor a 500
pares de bases. Por medio de un fraccionamiento de tamafio de los acidos nucleicos aislados/concentrados, se alcanza
de acuerdo con ello una concentracion significativa de ADN fetal respecto al ADN materno.

Ejemplo 2
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Para simular la diferente distribuciéon de tamafio de ADN fetal (la fraccion predominante tiene una longitud inferior a 300
pares de bases, ver ejemplo 1) y ADN materno (en lo esencial con una longitud mayor a 500 pares de bases), se
afiadieron al plasma sanguineo como base de fondo dos productos de amplificaciéon diferentes de PCR. Al respecto, un
fragmento de 219 pares de bases deberia simular el ADN fetal, un fragmento de 1018 pares de bases de longitud
deberia simular el ADN materno. En un primer experimento se emplearon para ello cantidades relativamente altas de
este producto de amplificacion de PCR, es decir en cada caso 2x 10° copias en 600 ul de plasma. Al respecto, se
procedid segun el siguiente protocolo:

A 600 pl de plasma en un matraz de 5 ml se afiadieron 90 pl de proteasa (QIAGEN) y 600 pl de tampo6n AL (QIAGEN,
obtenible comercialmente) que contenia guanidina. Después de mezclar mediante aparato Vortexen se incubé la carga
para la lisis por 15 min a 56 °C. Después de la lisis se afiadieron los productos de amplificacion de PCR de 219 o0 1018
pares de bases de longitud al producto de la lisis. Se ajustaron las condiciones de union con 100 pl de isopropanol de
modo que mediante ello en la muestra total resulté una concentracion de 6,9 % (p/v) de isopropanol.

Después de mezclar mediante aparato Vortexen se incubd por 10 min a temperatura ambiente. Para la unién se
afiadieron 50 pl de particulas magnéticas MagAttract con superficie de silice (QIAGEN) y se dej6 unir la carga por 5 min
sobre un agitador. Después de la unién, se separaron por medio de un iméan las particulas del residuo y se removio el
sobrenadante. El sobrenadante fue mantenido a 4 °C hasta el otro tratamiento.

Tratamiento de las particulas MagAttract

Después de la remocion del sobrenadante se mezclaron sobre un agitador de placas las particulas magnéticas con 750
pl de tampon AW1 (QIAGEN, obtenible comercialmente) por 5 min y a continuacién se transfirid la suspension de
particulas a un matraz de reacciéon de 1,5 ml. Después de la separacion magnética en este matraz, se removio el
sobrenadante y se descartd. A continuacion se lavaron las particulas ain (en cada caso después de 5 min de incubacion
sobre un agitador) con 750 pl de tampén AW2 (QIAGEN, obtenible comercialmente) y 750 pl de etanol, uno después de
otro. Después de la etapa de lavado con alcohol, las particulas se secaron en un bloque caliente por 10 min a 56 °C.
Para la elucién de los &cidos nucleicos unidos a las particulas se emplearon 200 pl de agua libre de ARNse (QIAGEN),
donde para la elucién se agitd6 nuevamente por 5 min. Después de la separacidon magnética, el producto de elucién fue
transferido a un nuevo matraz.

Tratamiento del sobrenadante de la unién

La separacion/sobrenadante de la unién (el material no unido a las particulas magnéticas) fue acondicionado como
sigue. Al sobrenadante después de la unién se afiadieron 2 ml de tamp6n B6 (GuHCI 2,5 M, 50% isopropanol), de modo
que resultd una concentracion de isopropanol de 32,4% (v/v), se mezclé mediante aparato Vortexen y se incubd a
temperatura ambiente por 10 min.

Después de la incubacion se afiadieron 50 pl de particulas MagAttract y se procedié de manera exacta a como se
describi6 para la primera carga de union (lavado con AW1 (QIAGEN, obtenible comercialmente), AW2 (QIAGEN,
obtenible comercialmente), etanol, elucion en agua libre de ARNsa). De modo alternativo se afiadieron al sobrenadante
después de la unién 2 ml de isopropanol 100% (tampdn B11), de modo que resulté una concentracion de isopropanol de
61,9% (v/v). Se tomaron de los productos de elucién alicuotas iguales y con ayuda de un PCR en tiempo real se realiz6
amplificacion a un Amplicon de 119 pares de bases, de modo que tanto del fragmento de 219 pares de bases como
también del fragmento de 1018 pares de bases resulté un fragmento idéntico. La deteccién del Amplicon ocurrié en el
curso del PCR con ayuda de SYBR Green.

Al respecto, resulta el cuadro mostrado en la Fig. 3.

Este experimento muestra que tanto del fragmento de 219 pares de bases como también del fragmento de 1018 pares
de bases, bajo las condiciones elegidas de unién, sélo pocos acido nucleicos se ligan a la primera particula de
MagAttract, en cada caso aproximadamente sélo 10%. Por nuevo ajuste de las condiciones de unién con tampén B6 o
bien B11 resulta sin embargo de manera sorprendente una diferencia en el rendimiento en funcién del tamafio del
fragmento. Mientras que con ayuda de tampén B6 puede recuperarse sobre 80% del ADN corto (el cual representa el
ADN fetal), para el ADN largo (el cual representa el ADN materno) resulta sélo un rendimiento de aproximadamente
50%. Por el uso de tampén B11 no surgen por el contrario diferencias esenciales en el rendimiento entre las dos
longitudes de fragmento de ADN.
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Este ensayo muestra que con ayuda de un sistema de union de dos etapas, con ayuda de dos fases soélidas bajo
condiciones adecuadas, puede concentrarse el ADN fetal respecto al ADN materno, donde estan para registrarse solo
muy pequefias pérdidas rendimiento en ADN fetal.

Ejemplo 3

Se procedid como se describe en el ejemplo 2, sélo que esta vez se emplearon s6lo 200.000 copias del fragmento
definido, para simular un cuadro realista del verdadero nimero de copias que circulan libremente en la sangre. Esta vez
estaban unidas a la matriz bajo las primeras condiciones con 100 pl de tampon B11 (ver arriba) + 1,2 ml de tamp6n B6,
de modo que resultdé una concentracion en isopropanol de 20,3% (v/v) (ver arriba). Para las condiciones alternativas para
la unién sobre la matriz se afiadieron 100 pl de tampdén B11l y 2,0 ml de tampdn B6 para el producto de la lisis de
plasma. Ademas, en la carga de unién se unieron los fragmentos de ADN bajo las dos condiciones de tampon arriba
mencionadas, en cada caso a una matriz MagAttract o bien minicolumna QlAamp.

Para ello se procedié como sigue. Los tampones B11 y B6 fueron afiadidos al sobrenadante, mezclados, e incubados
por 10 min a temperatura ambiente. Se purificd el producto de la lisis de dos muestras y se afiadié con ayuda de un tubo
de extension (QIAGEN) bajo vacio a una minicolumna QlAamp (QIAGEN). Se lavé con 1000 pl (para unién sobre
particulas MagAtrract) o bien 750 pl (para uni6én sobre minicolumnas QlAamp) AW1 (QIAGEN, disponible
comercialmente), AW2 (QIAGEN, disponible comercialmente) y etanol, uno después de otro. Para el secado se realizd
centrifugacién a las columnas por 3 min a 14.000 rpm y se colocaron las columnas por 5 min en un bloque caliente a 56
°C. Las particulas MagAttract fueron tratadas como se describe en el ejemplo 2). Aqui se realiz6 elucién también con 200
pl de agua libre de ARNsa (centrifugacion por 1 min a 14.000 rpm). El subsiguiente PCR en tiempo real dio al respecto el
cuadro mostrado en la Fig. 4.

Este ensayo mostr6 de manera sorprendente que para la misma composicion de tampén, escasamente hace una
diferencia si como fase soélida se emplean particulas magnéticas o una membrana de silice. Por adicién de 1.2 ml de
tampon B6 se concentraron fragmentos largos de ADN (aproximadamente 1000 pares de bases) en la muestra que
contenia ADN, mientras que de manera sorprendente, contrariamente, con la adicion de 2,0 ml de tampén B6 se
concentraron fragmentos cortos de ADN (aproximadamente 200 pares de bases). Con el empleo de una membrana de
silice (QlAamp Mini) el rendimiento en ADN es en total mas alto que con particulas MagAttract, sin embargo también es
menos marcada la union de ADN que depende del tamafio. Una combinacion de particulas magnéticas (primera matriz)
y membrana de silice (segunda matriz) en una extraccién de ADN en dos etapas (para la cual se emplea nuevamente el
sobrenadante que contenia contiene ADN de la primera unién y esta unido a una membrana de silice) es adecuado por
ello de manera sobresaliente, para concentrar de manera eficiente fragmentos cortos de ADN en dos etapas y con ello
también concentrar ADN fetal respecto a ADN materno en la segunda matriz.

Ejemplo 4

Se procedié de manera similar a lo indicado en el ejemplo 3, sélo que esta vez se trabajé con una muestra real de
sangre y se utiliz6 un método de unién de dos etapas. Al respecto, para la primera etapa de unién se afiadié a la muestra
1.2 ml de tampdn B6, se ajustd entonces la separacién o bien el sobrenadante de la primera etapa de union con tampon
B6 adicional hasta un total de 2,0 ml de tamp6n B6. El material de partida era un conjunto de muestras de plasma de
mujeres embarazadas del primer y segundo trimestre, de las cuales habia seguridad que esperaba un nifio. Para la
deteccion del ADN fetal se realiz6 amplificacion en el subsiguiente PCR en tiempo real del locus SRY, para la deteccion
del ADN total, del locus 18S (ver también ejemplo 1). Para la comparacion se ejecutd un protocolo de una columna
segun el protocolo al vacio para virus QIAamp MinElute, el cual corresponde al estado de la técnica. En la Fig. 5 se
muestran los resultados.

El resultado de este experimento es coherente con el resultado del ejemplo 3, que demostré que el sistema artificial con
fragmentos de 219 pares de bases y 1018 pares de bases es una buena simulacién para la situacién real (ejemplo 4).
Mientras que mediante la primera matriz el resultado es tan bueno como que no se pierde ADN fetal, cantidades
significativas de ADN materno se ligan ya a la primera matriz (aqui: particulas magnéticas MagAttract). De alli que se
reduce de manera efectiva la cantidad de ADN materno en esta etapa (x) y también ya se reduce la cantidad durante la
purificacion en la segunda columna. En la comparacion con el estado de la técnica (MinElute de una etapa) el método de
dos matrices trae no sé6lo un conteo absoluto aumentado de ADN fetal, sino que provoca mediante la por lo menos
parcial reduccion del ADN materno por la primera matriz, también una relacion claramente mejor del ADN fetal al
materno, lo cual promueve claramente la capacidad para ser detectada de la sustancia hereditaria fetal en sangre
materna. La Fig. 6 clarifica una vez mas la relacion mejorada de ADN fetal a ADN materno. Mientras que en la
purificacion de una etapa segun el estado de la técnica surge una proporciéon de aproximadamente 15% de ADN fetal en
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el producto de elucién (determinado de manera cuantitativa sobre el SRY/18S duplex PCR en tiempo real), la proporcion
en una purificaciéon de dos etapas es mas que duplicada con una proporcion de 30 a 40%.

Ejemplo 5

Se procedié como se describe en el ejemplo 4, s6lo que esta vez se empled un volumen mayor de plasma sanguineo (3
ml por carga). Ademas se compararon mutuamente diferentes combinaciones de superficies de unién (particulas
MagAttract y mini columnas QIAamp) asi como diferentes cantidades de MagAttract. Adicionalmente se realizé lisis
segun el protocolo de membrana de dos etapas por 30 min, no sé6lo por 15 min. En la Fig. 7 se muestran los resultados.
Este experimento confirma los resultados de los experimentos realizados antes. La comparacion con el protocolo de una
etapa del estado de la técnica da con el protocolo de dos etapas segun la invencion siempre relaciones mejoradas de
ADN fetal a ADN materno y concretamente independiente de si en la segunda etapa de unién se emplean particulas
magnéticas con superficie de silice 0 membranas de silice. Al respecto, una lisis prolongada de 30 min parece mejorar
aun adicionalmente la relacién de ADN fetal a ADN materno a favor del ADN fetal, de modo que mediante ello puede
reducirse claramente la cantidad de ADN materno. Este mejoramiento de la relacién es mostrado también en la Fig. 8.

Mientras que en el protocolo de una matriz segun el estado de la técnica surge sé6lo una relacién de ADN fetal a ADN
materno de aproximadamente 15%, mediante el protocolo de dos matrices esta relacién se eleva hasta 50% de ADN
fetal. La proporcion de ADN fetal en el ADN que circula purificado de plasma materno puede ser elevada claramente
también en comparacion con el estado de la técnica.

La tabla de la Fig. 9 muestra ademas diferentes condiciones de reaccién en la muestra, bajo las cuales ocurre la union
de los &cidos nucleicos al material de soporte (segun el método de 1 etapa de acuerdo con la invencion). Como material
de soporte se emplearon particulas MagAttract. En la Fig. 10 se muestran los resultados.

Ejemplo 6

Para comparar la eficiencia del método de acuerdo con la invencién para la extraccion de ADN que circula libremente de
plasma humano, se compararon mutuamente los siguientes protocolos:
1. El método de 1 etapa empleado en el estado de la técnica de ADN que circula libremente, es decir, el
protocolo de virus QIAamp MinElute modificado indicado a continuacion
2. El protocolo de 1 etapa segun la presente invencion para la extraccién/aislamiento de ADN que circula
libremente ("un paso").

Para esta investigacion se emplearon y probaron conjuntos de plasma de donantes humanos, en cuatro repeticiones de
extraccion por protocolo. La extraccion de ADN ocurrié segun los respectivos protocolos. Se emplearon 5 ml de plasma;
el ADN fue sometido a elucién en 50 pl.

1. Protocolo al vacio para virus QlAamp MinElute modificado

- Estado de la técnica

Los acidos nucleicos que circulan libremente fueron aislados de 5 ml de plasma de EDTA. El protocolo ocurri6 como
sigue:

Liberacion -condiciones

Se tomaron con pipeta 750 pl de proteasa QIAGEN (disueltos en solvente de proteasa) en un matraz de 50 ml. Después
se afladieron 5 ml de plasma y 5 ml del tamp6n AL que contenia guanidina (con 5,6 pg de vehiculo ARN). Se cerr6 el
matraz y se agité bien con Vértex, para obtener una solucién homogénea. Se incubd entonces la solucion homogénea
por 30 minutos a 56°C en el bafio de agua.

Adicion del fragmento marcador

Después se afiadieron hasta dar mezcla homogénea 20 pl de una mezcla de fragmento marcador, para simular la
situacion de &cidos nucleicos fetales mezclados con &cidos nucleicos maternos. Para ello se afiadieron 200.000 copias
de fragmentos de 219 pares de bases (correspondientes al ADN fetal) y 200,000 copias de fragmentos de 1.018 pares
de bases (correspondientes al ADN materno).

Unidn
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Se afiadieron 6 ml de etanol al producto de la lisis. Se agité la mezcla por medio de Vortex y se incub6 5 minutos sobre
el hielo. El producto de la lisis fue cargado sobre una minicolumna QIAamp, donde se fij6 un tubo de extension a un
dispositivo de vacio QIAvac 24. Se tir6 el producto de la lisis mediante la aplicacién de vacio a través de la columna. Se
retiraron cuidadosamente los tubos de extension.

Etapas de lavado

Se afladieron a la columna 600 pl del tampén AW1 (QIAGEN, obtenible comercialmente) y se aplico vacio. Esta etapa de
lavado fue repetida con 750 pl del tampén AW2 (QIAGEN, obtenible comercialmente) y con 750 pl de etanol.

Se colocaron las columnas en tubos de recoleccion de 2 ml, se realiz6 centrifugacion por 3 minutos a 14.000 rpm.
Después se transfirieron las columnas a tubos de recoleccion frescos y se secaron en un bloque caliente a 56°C por 10
minutos.

Elucién

Se colocaron las columnas secas en matraces de 1,5, ml y se afiadieron 50 pl del tamp6n AVE (QIAGEN, obtenible
comercialmente) a cada columna; incubacién por 3 minutos y centrifugacion por un minuto a 14.000 rpm.

Los acidos nucleicos asi obtenidos se encuentran en el producto de elucion.

2. Aislamiento de los acidos nucleico que circula libremente segun el método de 1 etapa de acuerdo con la invencién
Liberacion

Se tomaron con pipeta 750 pl de proteasa QIAGEN (disueltos en solvente de proteasa) en un matraz de 50 ml. Se
afadieron alli 5 ml de plasma y 5 ml del tamp6n AL de lisis/liberacion que contenia guanidina (QIAGEN, disponible

comercialmente, sin vehiculo ARN).

Se cerr6 el matraz y se agit6é bien con Vortex, para formar una solucion homogénea. Se incubo6 la solucién homogénea
por 30 minutos a 56°C en el bafio de agua.

Adicion de los fragmentos marcadores

También aqui se afiadieron nuevamente 20 pl de una mezcla de fragmento marcador (200.000 copias de fragmentos de
200 pares de bases y 200.000 copias de fragmentos de 1.000 pares de bases, para simular la relacion de ADN fetal a
ADN materno).

Union

Después de ello se ajustaron mediante adicion de tampdn de unién las siguientes condiciones de union:
aproximadamente 25 a 35% de isopropanol y mas de 2M de compuestos caotropicos. Son decisivas las condiciones de
reaccion en la muestra total y no en el tampdn, puesto que las condiciones de reaccion en la mezcla son cruciales para
la eficiencia de union de los acidos nucleicos de cadena corta al material de soporte.

Se agit6 la muestra con Vortex y se incubé por 5 minutos sobre hielo.

El producto de la lisis mezclado con el tampén de unién fue cargado entonces sobre una minicolumna QIlAamp con tubo
de extension, el cual estaba fijo a un dispositivo de vacio QlAvac 24. El producto de la lisis fue tirado a través de la
columna mediante aplicacion de vacio. Los tubos de extension fueron entonces retirados cuidadosamente.

Etapas de lavado

Se afiadieron sobre la columna 600 pl de un tampén de lavado, como por ejemplo AW1 (QIAGEN, disponible

comercialmente), y se succionaron por medio de vacio. Pueden seguir otras etapas de lavado con 750 pl del tamp6n
AW?2 (QIAGEN, disponible comercialmente) y con 750 pl de etanol.
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Se colocaron las columnas lavadas en tubos de recoleccién de 2 ml y se aplicé centrifugacion por 3 minutos a 14.000
rpm. Se colocaron entonces las columnas en tubos frescos de recoleccion y se secaron en un blogue caliente a 56°C por
10 minutos.

Elucién

Se colocaron las columnas en matraces de 1,5 ml y se afiadieron a la columna 50 pl del tampon de elucién AVE
(QIAGEN, obtenible comercialmente), la incubacion ocurrié por 3 minutos, después de ello ocurrid6 una etapa de
centrifugacion por un minuto a 14.000 rpm. Los acidos nucleicos de cadena corta predominantes se encuentran en el
producto de elucion.

3. Resultados

El rendimiento en ADN segln los protocolos individuales fue medido mediante un PCR cuantitativo, en tiempo real,
duplex donde se emplearon sondas Tagman (4 repeticiones de PCR por extraccion de ADN). EI ADN fue determinado
por un lado mediante un objetivo Y-cromosémico (DYS14) y un objetivo 18S rADN especifico. Mediante ambos métodos
se determind finalmente la concentracion del ADN en la muestra. Puesto que el 18S rADN estd en ambos cromosomas,
ellos estan en una cantidad que duplica el objetivo Y cromosdmico. El rendimiento en ADN fue indicado como copias de
genoma haploide por ml de plasma.

La concentracion de pequefios fragmentos de ADN fue determinada independientemente, en los fragmentos
concentrados de 200 pares de bases y 1.000 pares de bases de ADN en un PCR duplex en tiempo real.

Los resultados son representados en las figuras 11 y siguientes.

La figura 11 muestra el rendimiento en ADN por muestra (se probaron 4 muestras por cada método de extraccion). Asi,
se muestra el contenido total de ADN que fue obtenido por medio de los métodos individuales. Como muestra la vista
general, con el método de 1 etapa se alcanza un rendimiento claramente superior comparado con el método conocido de
1 etapa del estado de la técnica (MinElute). El rendimiento en ADN es varias veces mayor, lo cual es particularmente
ventajoso para la determinacion de acidos nucleicos de baja expresion/presencia.

La figura 12 muestra el rendimiento de los 200 pares de bases (simulan los &cidos nucleicos fetales) y 1.000 pares de
bases (simulan los fragmentos maternos de cadena larga) de fragmentos de ADN inyectados. Como se establece arriba,
se inyectaron los fragmentos de 200 pares de bases y los fragmentos de 1.000 pares de bases en una relacion de 1:1,
es decir por cada 200.000 copias. La grafica de la figura 12 muestra si en los &cidos nucleicos purificados la relacion de
acidos nucleicos de cadena corta a acidos nucleicos de cadena larga sigue siendo 1:1, o si se alcanz6 una
concentracion de los &cidos nucleicos de cadena corta. Como muestra la figura 12, el método de 1 etapa del estado de
la técnica (MinElute) tiene una relacién de &cidos nucleicos de cadena larga a &cidos nucleicos de cadena corta de
aproximadamente 1:1. De alli que no se logra concentracion de los acidos nucleicos de cadena corta. Bajo la Fig. 12 se
muestra también de manera tabular, como fueron obtenidos muchos de los fragmentos individuales (200 pares de bases
y 1.000 pares de bases) de la muestra. De este modo, la informacion indica por ejemplo que 62,5% de fragmentos de
200 pares de bases y 36% de fragmentos de 1.000 pares de bases fueron purificados, que el 62,5% de las 200.000
copias inyectadas inicialmente de los fragmentos de 200 pares de bases fueron purificadas y con ello aisladas y 36% de
las 200.000 copias de los fragmentos de 1.000 pares de bases. Como se muestra, con el método de 1 etapa de acuerdo
con la invencion se alcanza una clara concentracion de los &cidos nucleicos de cadena corta respecto a los &cidos
nucleicos de cadena larga. La relacion no es mayor a 1:1 (como se inyectaron), sino que se concentraron claramente
mas &cidos nucleicos de cadena corta y con ello se concentraron en el producto de elucién. De alli que el método
acuerdo con la invencion supera claramente al del estado de la técnica.

En la figura 13 se muestra adicionalmente la relacion de los fragmentos purificados de 200 pares de bases a los de
1.000 pares de bases. Mientras en el método de 1 etapa conocido en el estado de la técnica se alcanzan valores de
aproximadamente 1, la relacién en el método de 1 etapa de acuerdo con la invencion esta desplazada claramente en la
direccién de los acidos nucleicos de cadena corta, los cuales de manera correspondiente son preferiblemente
concentrados/aislados. En el método de 2 etapas de acuerdo con la invencion, en el cual los acidos nucleicos de cadena
larga son primero empobrecidos en una etapa previa, se logra incluso una concentracion de 5 a 10 veces.

Como muestran los resultados, el método de 1 etapa de acuerdo con la invencion es claramente superior al método de 1
etapa conocido del estado de la técnica. El método de 1 etapa de acuerdo con la invencidon concentra acidos nucleicos
pequefios durante la preparacion, lo que es atribuible a las condiciones Unicas de reaccion durante la unién, lo cual
conduce a una unién preferida de &cidos nucleicos de cadena corta.
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Ejemplo 7
A continuacion se describe el aislamiento de acidos nucleicos, en particular ARN circulante, de 5 ml de plasma o suero.

Se afiaden 1350 pl de tampén AVE (QIAGEN, disponible comercialmente, contiene guanidina) en un matraz a 1350 ug
de vehiculo ARN liofilizado, de modo que se obtiene una solucion de 1 pg/ul. Se mezcla entonces la solucion de 1 pg/ul
con el tampo6n AL (QIAGEN, obtenible comercialmente, contiene guanidina). Se ajusta la relacion de mezcla de acuerdo
al nimero de muestras. Para el tratamiento de una muestra se mezclan 8,5 ml de tampdén AL con 5,6 pl de tampén AVE.
Para mas muestras tienen que ajustarse de modo correspondiente las relaciones. Para la mezcla, el matraz es girado 10
veces en ambas direcciones.

Se afladen 6 ml de solucidén de proteasa (QIAGEN, obtenible comercialmente) a una proteasa liofilizada QIAGEN (7.5
A.U, obtenible comercialmente) y se mezcla cuidadosamente.

Se toman con pipeta 500 pl de proteasa QIAGEN en un matraz de 50 ml (tubo) y se afiaden los 5 ml de plasma.
Después se afiaden alli 8,5 ml de tamp6n AL, mezclados con vehiculo ARN (ver arriba) y se agita con Vortex, para
mezclar las sustancias.

Se incuba la muestra mezclada por 30 minutos a 56°C.

Se afiaden 7,5 ml de un tampdn de unién al producto de la lisis (contiene aproximadamente 0,5 a 1,5 mol/l de guanidinio,
preferiblemente 1 mol/l, e isopropanol aproximadamente 60 - 90 % (v/v); preferiblemente mas de 70%). Se agita con
Vértex la mezcla por 30 segundos y se incuba por 5 minutos sobre hielo. Se inserta una minicolumna QlAamp en un
VacConnector a un QlAvac 24 Plus y se coloca un tubo de extensién en la minicolumna abierta QlAamp.

Se empaca el producto de la lisis en el tubo de extensién y se aplica vacio. Una vez se pasa el producto de la lisis a
través de la columna, se desconecta la bomba de vacio y se equilibra la presién. Se descarta el tubo de extension.

Se retira la columna del soporte de vacio y se transfiere a un matraz de recoleccion de 2 ml. Se aplica centrifugacion a la
columna por 1 min a 14000 rpm.

Para la preparacion de ARN se transfieren con pipeta 10 pl de solucién madre de ADNsa | a 70 ul de tampén RDD
(QIAGEN, obtenible comercialmente). Se mezcla mediante girando el tubo. Al tampén RDD se afiade el juego ADNsa
libre de ARNsa (QIAGEN, CAT.N0.79254).

Se colocan nuevamente las columnas en el soporte de vacio QIAvac 24 Plus. La mezcla de ADNsa | es transferida con
pipeta directamente a la minimembrana de gel de silice QlAamp y se incuba a temperaturas moderadas (20 a 30°C) por
15 minutos.

Después se transfieren con pipeta 600 pl de tampon AW1 (QIAGEN, obtenible comercialmente) a la minicolumna
QIlAamp. Después se aplica vacio para pasar la mezcla a través de la columna. A continuacion se afiaden 750 ul de
tampon AW2 (QIAGEN, obtenible comercialmente) y se pasan a través de la columna mediante aplicacién de vacio.

A continuacion se afiaden a la columna 750 pl de etanol (96-100%) y por medio de vacio se pasan a través de ella. A
continuacion se retira la minicolumna QlAamp del soporte de vacio y se descarta el VacConnector. Se colocan las
columnas en un matraz receptor limpio de 2 ml y se aplica centrifugacién a 20.000x g, 14.000 rpm por 3 minutos.

Se coloca la columna en un nuevo matraz receptor de 2 ml y con la tapa abierta se seca por 10 minutos a 56°C. Se
coloca entonces la minicolumna QIAamp en un matraz de microcentrifugacion limpio de 1,5 ml y se descarta el matraz
de recoleccion. Se transfieren con pipeta 20 a 60 pl de tampdn AVE (QIAGEN, obtenible comercialmente) al centro de la
minimembrana QlAamp. Con la tapa abierta ocurre una incubacién por 3 min.

A continuacién ocurre una etapa de centrifugacién a 20.000 x g, 14.000 rpm por 1 min para realizar la elucién de ARN. A
continuacion se afiade un inhibidor de ARNsa.

Con el correspondiente protocolo se purifica ARN de cadena corta.

Ejemplo 8
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A continuacion se describe otra variante preferida del método de 1 etapa, en la cual se usan concentraciones de alcohol
inferiores a 25% (v/v).

Esta variante es adecuada en particular para el aislamiento de ADN circulante y (m)ARN de 5 ml de plasma, suero u otro
liquido corporal libre de células. A continuacion se emple6 este método, para purificar &cidos nucleicos circulantes de 5
ml de plasma (ver Fig. 14).

Lisis
Durante la lisis se emplean aproximadamente 1,7 a 2,2 mol/l de tiocianato de guanidinio y 7,5 a 9 (p/v) de detergente.

Para ello se transfieren con pipeta 500 pl de proteinasa K QIAGEN a una cénula de 50 ml y se afiaden 5 ml de plasma.
Se agregan 4.0 ml de tampon ACL (QIAGEN, contiene 5.6 g de vehiculo RNA), se cierra la tapa y se mezcla mediante
pulsos de Vortex por 30 s.

Se calienta la muestra a 60°C y se incuba por 30 min. Se escurre brevemente la canula, para remover las gotas del lado
interior de la tapa.

Unién

Durante la unién se emplean entre 2,1 y 2,5 mol/l de tiocianato de guanidinio, 9 a 11 % (p/v) de detergente asi como 19 a
21 % (v/v) de isopropanol. Para ello se afiadieron 9.0 ml de tampén ACB tamp6n (QIAGEN) al producto de la lisis, se
cerr6 la tapa y se mezclé exhaustivamente mediante pulsos de Vértex por 15-30 s. Se incuba la mezcla por 5 min sobre
hielo.

Para la purificacion puede emplearse una columna (minicolumna QIAamp). Se coloca la columna en un VacConnector y
se coloca un tubo de alargamiento de 20 ml en la columna abierta. Al respecto, el tubo de alargamiento tiene que
emplearse fijo en la columna, para prevenir una pérdida de la muestra. El producto de la lisis de la etapa es introducido
en la canula de alargamiento de la columna y se pone en funcionamiento la bomba de vacio. Cuando la totalidad del
producto de la lisis ha pasado a través de la columna, se desconecta la bomba de vacio y se reduce la presién a 0 mbar.
La canula de alargamiento es retirada cuidadosamente.

Lavado

Para el lavado se afladen 600 pl de tampén ACW1 (QIAGEN) a la columna. Se deja abierta la tapa de la columna y se
pone en funcionamiento la bomba de vacio. Una vez todo el tampén ACW1 ha pasado a través de la columna, se
desconecta la bomba de vacio y se reduce la presion a 0 mbar.

Se afladen a la columna 750 ul de tampén del tampon de lavado ACW2 (QIAGEN). Se deja abierta la tapa de la columna
y se conecta la bomba de vacio. Después de que la totalidad del tampon ACW2 ha pasado por la columna, se
desconecta la bomba de vacio y se reduce la presion a 0 mbar.

Después de ello se agregan 750 ul de etanol (96-100%) a la columna. Se deja abierta la tapa de la columna y se conecta
la bomba de vacio. Después de que la totalidad del etanol ha pasado a través de la columna, se desconecta la bomba de
vacio y se reduce la presion a 0 mbar.

Se sella la tapa de la columna y se coloca la columna en una cénula limpia de recoleccion. Después de ello se hace
centrifugacion a la columna con toda velocidad (20,000 x g, 14,000 rpm) por 3 min.

Elucién

Se coloca la columna en una nueva canula de recoleccion de 2 ml, se cierra la tapa y se incuba el compuesto a 56°C por
10 min, para secar por completo la membrana.

Se coloca la columna en una céanula de elucién limpia de 1.5 ml y se retira la cadnula de recoleccion. Se aplican 20-150 pl
de tampon de elucién (tampon AVE, QIAGEN) en el centro de la membrana de la columna. Se coloca la tapa y se incuba
a temperatura ambiente por 3 min.

Se hace centrifugaciéon a toda velocidad por 1 min (20,000 x g; 14,000 rpm), para realizar la eluciéon de los acidos
nucleicos. En el producto de elucién estan presentes tanto el ADN como también ARN circulantes.
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En la in Fig. 14 se muestran los resultados de la purificacion segin el protocolo del ejemplo 8. Se purific6 como
referencia ADN que circula libremente libre de células segun el protocolo del ejemplo 8 (combinacién de plasma de 5 ml)
y el kit de vacio de virus QIAamp MinElute (1 ml de plasma). El volumen de elucién fue de 100 pl. El rendimiento en ADN
fue determinado de manera cuantitativa en un PCR duplex en tiempo real, donde encontraron aplicacion una secuencia
objetivo de 500 pares de bases y una de 66 pares de bases de longitud en la regidon que codifica para el 18S de ARN
ribosomal. Para el PCR en tiempo real se empleé el kit QuantiTect Multiplex PCR. Las extracciones de &cidos nucleicos
fueron ejecutadas en 6 replicaciones por cada condicion. Se ve que el protocolo segun el ejemplo 8 alcanza un
rendimiento mas alto en ADN circulante en comparacién con un método convencional correspondiente al estado de la
técnica. Al respecto, el rendimiento es claramente superior al que se esperaria debido al mayor volumen de muestra.

Ejemplo 9

El ejemplo 9 muestra un método preferido para la purificacion de ARN de muestras, en particular de plasma, suero u
otros liquidos corporales. Las concentraciones citadas a continuaciéon son aplicadas para una muestra de 5 ml.

En el siguiente protocolo, para la purificacién de ARN se emplearon 5 ml de plasma (ver Fig. 15).

Al respecto se ejecuta el método como se describe en el Ejemplo 8. Sin embargo, para la purificacion selectiva de ARN,
a continuacion de la unién y antes de la ejecucion de la etapa de lavado, se realiza alun otra etapa de ADNsa, en la cual
se hace digestion del ADN mediante uso de DNasa I:

Se transfiere la columna a una canula de recoleccion de 2 ml y se realiza centrifugacién por 1 min a 14,000 rpm.
Mediante esta etapa se eliminan residuos de producto de la lisis, que dado el caso podrian interferir con la digestion de
la ADNsa. Se afiade por cada muestra 10 pl de solucién madre de ADNsa a 70 pl de tampén RDD (QIAGEN) y se
mezcla mediante inversion de las muestras.

Se llevan nuevamente las columnas a sus posiciones originales. La mezcla de incubacion ADNsa | (80 pl) es aplicada
sobre la membrana de gel de silice de la columna e incubada a temperaturas moderadas (20-30°C) por 15 min.

A continuacion se lava y se hace elucion como se describe en el Ejemplo 8.

En la Fig. 15 se muestran los resultados. Se purific6 ARN que circula libremente libre de células, segin el Ejemplo 9 (5
ml de plasma; incluyendo tratamiento con ADNsa del protocolo de columna QlAamp It.) y se purific6 como referencia el
kit al vacio de virus QlAamp MinElute (1 ml de plasma). El volumen de elucién fue de 100 pul. El rendimiento de ARN fue
determinado de manera cuantitativa en un RT-PCR en tiempo real, el cual era especifico para GAPDH, c-fos, y beta-
Globina mRNAs. Para el RT-PCR en tiempo real se empled el kit QuantiTect Multiplex RT-PCR. Las extracciones de
acidos nucleicos fueron ejecutadas en 6 replicaciones por cada condicion.

En virtud de los bajos valores Ct ("ciclo de umbral), se reconoce que con el protocolo del método segun el Ejemplo 9 se
logré un rendimiento méas alto en mARN circulante en comparaciéon con un método correspondiente convencional del
estado de la técnica. Al respecto, el rendimiento es claramente mas alto del que se esperaria debido al mayor volumen
de muestra.
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Reivindicaciones

1. Método para el aislamiento y/o purificacion de &cidos nucleicos de cadena corta, en particular ADN y/o ARN, con una
longitud de < 1000 pares de bases, de un material de partida que contiene &cido nucleico, caracterizado por las
siguientes etapas del método:

(a) union de los &cidos nucleicos a un material de soporte que liga acidos nucleicos, en la cual se pone en contacto el
material de partida con el material de soporte que liga &cidos nucleicos, en presencia de por lo menos un compuesto
caotrépico y por lo menos un alcohol ramificado y/o no ramificado, preferiblemente isopropanol, donde el alcohol esta
presente en una concentracion = 15 % (v/v) y < 32% (v/v) y donde el material de soporte que liga &cidos nucleicos es
una fase soélida que liga &cidos nucleicos, elegida de entre el grupo de los materiales que contienen silice, en gel de
silice, dioxido de silicio, vidrio, zeolita, caolin, silica gel, ceramica, membranas de silice y particulas magnéticas, que
exhiben una superficie de silice o de vidrio;

(b) opcional elucion de los acidos nucleicos unidos, del material de soporte que liga acidos nucleicos.

2. Método segun la reivindicacién 1, caracterizado porque en la etapa (a) el alcohol esta presente en la mezcla en una
concentracion de < 25% (v/v).

3. Método segun la reivindicacién 1 o 2, caracterizado porque la concentracion del compuesto caotrépico en la etapa a)
esta en =2 mol/l y < 3,5 mol/l y el compuesto caotrépico es elegido de entre el grupo de los tiocianatos, isotiocianatos o
percloratos.

4. Método segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por uno o varios de los siguientes rasgos:

a. que la concentracién de los compuestos caotrépicos en la mezcla en la etapa (a) es <4 mol/l, 3,5 mol/l, < 3,2 mol/l o
< 3,1 mol/l; y/o

b. que el por lo menos un compuesto caotrépico en la etapa (a) es un tiocianato, isotiocianato o perclorato; y/o

c. que por lo menos 30%, 50% y preferiblemente por lo menos 60% de los acidos nucleicos de cadena corta presentes
en el material de partida pueden ser separados por medio del método; y/o

d. que los acidos nucleicos de cadena corta son aislados y/o enriquecidos con una longitud, que son elegidos de entre
el grupo de los acidos nucleicos con una longitud de < 500 pares de bases, < 400 pares de bases y/o < 300 pares de
bases y/o = 50 pares de bases y/o 2 100 pares de bases.

5. Método segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque los acidos nucleicos son acidos
nucleicos extracelulares.

6. Método segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el &cido nucleico que va a ser
aislado/concentrado es ADN.

7. Método segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el material de soporte que liga acidos
nucleicos es elegido de entre particulas magnéticas de silice o vidrio.

8. Método segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 7, para el aislamiento y/o concentraciéon de &cido nucleicos
extracelulares, en particular fetales, de una muestra de sangre, en particular suero o plasma de sangre.

9. Método segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 8 para el aislamiento y/o concentracion de &cido nucleicos
extracelulares y/o de cadena corta de una muestra, excluyendo la concentraciéon de &cidos nucleicos fetales de una
muestra de sangre.

10. Método segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 9, para el aislamiento y/o concentraciéon de acidos nucleicos
de cadena corta a partir de sangre, plasma, suero, orina y liquido cerebral.

11. Método segun una o varias de las reivindicaciones 5 a 10, para el aislamiento de &cidos nucleicos extracelulares
elegidos de entre ADN fetal, ADN y ARN tumoral, de plasma y/o suero.
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12. Método segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque primero se hace lisis a la muestra
y/o se liberan &cidos nucleicos.

13. Método segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque el alcohol es isopropanol.

14. Método segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 13, caracterizado porque no se realiza ninguna extraccion
con fenol.

15. Método segln una o varias de las reivindicaciones 1 a 14, caracterizado porque los &cidos nucleicos de cadena
corta son de cadena individual o cadena doble.

16. Método segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 15, caracterizado porque la concentracion de alcohol en la
etapa a) esta en un rango de = 15 % (v/v) y < 25% (v/v) y la concentracion del compuesto caotropico en la etapa a) esta
en = 2 mol/l.

17. Método segun la reivindicacién 16, caracterizado porque el compuesto caotrépico es tiocianato de guanidinio o
isotiocianato de guanidinio.

18. Método segun la reivindicaciéon 16 o 17, caracterizado porque el alcohol en la etapa a) estd en una concentracion
de 18 a 20% (v/v).

19. Método segun una o varias de las reivindicaciones 16 a 18, caracterizado porque la concentracién de alcohol en la
etapa a) es < 25% (v/v) y la concentracion del compuesto caotrdpico en la etapa a) estd en =2 2mol/l y < 3.1 mol/l y donde
el compuesto caotrdpico es tiocianato de guanidinio o isotiocianato de guanidinio.

20. Método segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 19, caracterizado porque el material de soporte que liga
acidos nucleicos se encuentra en una columna.

21. Método segln una o varias de las reivindicaciones 1 a 20, caracterizado porque el material de soporte que liga
acidos nucleicos es una membrana de silice.

22. Método segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 21, caracterizado porque durante la unién estan presentes
detergentes, preferiblemente detergentes no iénicos.

23. Método segun una o varias de las reivindicaciones 1 a 22 para la aplicacion en el diagndstico.
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Fig. 3
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Fig.7
ADN circulante, determinado con SRY 185 PCR en tiempo real duplex
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Fig.9
. Volumen afiadido
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Fig. 11
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Fig. 13
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Fig. 15 Extraccion de arn circulante de plasma
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