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DESCRIPCION
Método para electroforesis capilar de alta resolucién a alta velocidad
Campo de la invencion

Las invenciones se refieren a composiciones y elementos de electroforesis capilar para la separacion de analitos por
electroforesis capilar. Se proporcionan ademas kits para la separacion de analitos por electroforesis capilar.

Antecedentes de la invenciéon

La electroforesis capilar se ha aplicado extensamente como técnica analitica debido a varias ventajas tecnicas: (i)
los capilares tienen relaciones superficie a volumen elevadas que permiten una disipaciéon de calor mas eficiente
que, a su vez, permiten utilizar campos eléctricos elevados para separaciones mas rapidas; (ii) la técnica requiere
volumenes de muestra minimos; (iii) se obtiene resolucién superior de la mayoria de los analitos ; y (iv) la técnica es
susceptible de automatizacion, véase, p. ej., Camilleri, editor, Capillary Electrophoresis: Theory and Practice (CRC
Press, Boca Raton, 1993); y Grossman et al., editores, Capillary Electrophoresis (Academic Press, San Diego,
1992). Debido a estas ventajas, ha habido gran interés en aplicar la electroforesis capilar a la separacion de
biomoléculas, sobre todo de acidos nucleicos. La necesidad de una rapida y precisa separacion de acidos nucleicos,
especificamente acido desoxirribonucleico (ADN) surge en el analisis de los productos de la reaccion en cadena de
polimerasa (RCP) y la secuenciacion del ADN, véase, p. ej., Wiliams, Methods: A Companion to Methods in
Enzymology, 4: 227-232 (1992);Drossman et al., Anal. Chem., 62: 900-903 (1990); Huang et al., Anal. Chem., 64:
2149-2154 (1992); y Swerdlow et al., Nucleic Acids Research, 18: 1415-1419 (1990).

Ya que la relacién de carga a resistencia a la friccion es la misma para diferentes tamanos de polinucleé6tidos en
solucion libre, la separacion electroforética de polinucleétidos por lo general conlleva un medio de cribado. Los
medios de cribado iniciales de eleccién fueron por lo general geles reticulados, pero en algunos casos los
problemas de estabilidad y produccién han conducido al examen de medios poliméricos de cribado liquidos sin gel,
tales como poliacrilamida lineal, hidroxialquilcelulosa, agarosa y acetato de celulosa, y similares, p. €j., Bode, Anal.
Biochem., 83: 204-210 (1977); Bode, Anal. Biochem., 83: 364-371 (1977); Bode, Anal. Biochem., 92: 99-110 (1979);
Hjerten et al., J. Liquid Chromatography, 12: 2471-2477 (1989); Grossman, patente de EE.UU. n® 5.126.021; Zhu et
al., patente de EE.UU. n® 5.089.111; Tietz et al., Electrophoresis, 13: 614-616 (1992).

Otro factor que puede complicar las separaciones por electroforesis capilar es el fenbmeno de la
electroendoosmosis. Este fenémeno, a veces denominado electroosmosis o flujo electroendoosmético (FEO), es el
flujo fluido en un capilar provocado por un campo eléctrico. Este fendbmeno ha impedido la aplicacién de la
electroforesis capilar a situaciones donde por lo general se buscan separaciones a alta resolution, tales como en el
andlisis de fragmentos de secuenciacién de ADN. El fendmeno puede surgir en electroforesis capilar cuando la
pared interna del capilar contiene cargas inmovilizadas. Dichas cargas pueden dar lugar a la formacién de una capa
moévil de contraiones que, a su vez, se desplaza en presencia de un campo eléctrico para crear un flujo voluminoso
de liquido. Desgraciadamente, la magnitud del FEO puede variar dependiendo de una multitud de factores, como por
ejemplo la variacion en la distribucion de cargas, la adsorcién selectiva de componentes del analito y/o el medio de
separacion, el pH del medio de separacion y similares. Debido a que esta variabilidad puede reducirse la capacidad
para resolver bandas de analito estrechamente espaciadas, se han hecho muchos intentos para controlar directa o
indirectamente dicho flujo. Los intentos han incluido recubrimiento covalente o modificacion de la pared interna del
capilar para suprimir grupos cargados, utilizacion de polimeros de alta viscosidad, ajuste de pH y/o concentracion
del tampon, utilizacion de un medio de separacion de gel para recubrir covalentemente la pared del capilar, y la
aplicacién de un campo eléctrico radial a los ejes del capilar.

Actualmente, la electroforesis capilar de fragmentos de acido nucleico se lleva a cabo con frecuencia utilizando
capilares recubiertos previamente. Los tubos capilares recubiertos previamente por lo general son costosos de
fabricar, tienen una duracion limitada, y pueden estar supeditados a problemas de reproducibilidad. Estos problemas
son especialmente importantes en electroforesis capilar a gran escala utilizando una serie de capilares multiples en
paralelo.

El documento US n® 5 552 028 A describe polimeros adsorbentes de silice hidrosolubles sin carga para suprimir el
flujo electroendoosmético y para reducir interacciones analito-pared en electroforesis capilar. Una publicacion de
Radko et al.(Journal of Chromatography, 848(1-2):443-455 (1999)) trata de selectividad, extensién del pico y
resolucion en electroforesis de zona capilar de particulas rigidas de tamafio submicrénico en soluciéon se
poliacrilamida. La separacion de oligonuclettidos y fragmentos de ADN por electroforesis capilar en capilares
dinamica y permanentemente recubiertos, utilizando un copolimero de acrilamida y B-D-glucopiran6sido como matriz
de baja viscosidad con alta capacidad de cribado, es descrita por Chiari et al., Electrophoresis 19(18):3154-3159
(1998).

Compendio de la invencion

La presente invencion definida por las reivindicaciones proporciona composiciones para la separacion de analitos en
una muestra. Por ejemplo, resolucién monobasica de fragmentos de secuenciacion de ADN u otros fragmentos de
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polinucleétido. Se proporcionan composiciones como las reivindicadas que comprenden un componente del cribado,
que comprenden al menos un polimero de acrilamida no reticulado, de alto peso molecular y baja viscosidad y un
componente de interaccion con la superficie, que comprende al menos un polimero no reticulado; las composiciones
no comprenden un gel de polimero reticulado.

En otro aspecto, la presente invencidbn comprende un elemento de electroforesis capilar. El elemento de
electroforesis capilar segun se reivindica comprende un capilar no recubierto en el que se inserta una composicién
para la separacién de analitos. La composicion situada dentro del capilar comprende un componente del cribado y
un componente de interaccion con la superficie.

Se proporcionan ademas kits para la separacion de analitos por electroforesis capilar, que comprenden una de las
composiciones reivindicadas.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 ilustra los datos de la resolucion monobasica recogidos por electroforesis capilar de escalas de peso
molecular de polinucleétido marcado utilizando temperatura de serie de 50°C y composiciones que
comprenden componentes de cribado de polimero de acrilamida no reticulado con pesos moleculares
medios de aproximadamente 744.000 daltons (Da) (0,75 M); 1.376.000 Da (1,4 M); 2.015.000 Da
(2,0 M); 2.517.000 Da (2,5 M); 0 6.377.000 Da (6,4 M). La Figura 1A (parte superior) presenta un grafico
de la resolucién monobasica frente al tamafio del fragmento, medida en bases nucleotidicas. La Figura
1B presenta un grafico del tiempo de migracién de fragmentos, en minutos, frente al tamano del
fragmento, medido en bases nucleotidicas.

Figura 2 ilustra los datos de la resolucion monobasica recogidos por electroforesis capilar de escalas de
polinucleétido marcado utilizando las mismas cinco composiciones descritas en la Figura 1, pero en una
serie de temperatura de 60°C. La Figura 2A (parte superior) presenta un grafico de la resolucion
monobasica frente al tamano del fragmento, medida en bases nucleotidicas. La Figura 2B presenta un
grafico del tiempo de migracion de fragmentos, en minutos, frente al tamafio del fragmento, medido en
bases nucleotidicas.

Figura 3 ilustra los datos de la resolucion monobasica recogidos por electroforesis capilar de escalas de
polinucleétido marcado utilizando las mismas cinco composiciones descritas en la Figura 1, pero en una
serie de temperatura de 70°C. La Figura 3A (parte superior) presenta un gréafico de la resolucion
monobasica frente al tamano del fragmento, medida en bases nucleotidicas. La Figura 3B presenta un
grafico del tiempo de migracion de fragmentos, en minutos, frente al tamafo del fragmento, medido en
bases nucleotidicas.

Figura 4 ilustra el limite de resolucion monobasica observado al utilizar composiciones que comprende los cinco
componentes del cribado descritos en la figura 1 en la serie de temperaturas de 50°C, 60°C o 70°C. Los
limites de resolucién monobasica se estimaron por inspeccion visual de los datos de la resolucion
monobdsica representados en las figuras 1, 2y 3.

Definiciones

"Acrilamida" y "monémero de acrilamida" se refiera a una estructura que tiene la formula H.C=CR-C(=O)NR1Rz,
donde R puede ser -H o -CHs, Ry y R: pueden ser independientemente -H, -CHs, -(CH2)OH, -
CH2CH(OH)(CHz),ORs3, -CH(CH2OH)CH(OH)CHa, -CH2CH2(OCH2CH>),-OR3, -CH>2CONHa,

HO S»"OH H—C-OH
" HO-C-H
o i

e

y Rs puede ser independientemente -H, -CH3z o -CH>CHgs. Los valores de x e y oscilan de 1 a 3 y el valor de p oscila
entre 1y 200.

"Peso molecular medio" se refiera al peso molecular medio ponderado (Mw) de un conjunto de muestras formado por
especies de polimero que tienen una diversidad de pesos moleculares. Esta cantidad esta definida por la ecuacion:

M=(E X (M) x M-
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donde nj indica el numero de moléculas de la especie i y M es el peso molecular de la especie i2. Como se emplea
en esta memoria, la expresién "peso molecular" se refiera a peso molecular medio ponderado, a menos que se
especifique de otra manera.

El término "capilar" como se emplea en la presente memoria, se refiera a un tubo o canal u otra estructura para
llevar a cabo la electroforesis que es capaz de soportar un volumen de medio de separacion, tal como una
composicién para separar analitos, como se describe en la presente memoria. La geometria de un capilar puede
variar ampliamente y comprende, pero no se limita a, tubos con secciones circulares, rectangulares o de cruz
cuadrada, canales, muescas, placas, y similares, y pueden fabricarse por una amplia gama de tecnologias. Una
caracteristica importante de un capilar para su utilizaciéon con algunas realizaciones de la invencion es la relacion
superficie a volumen de la superficie en contacto con el volumen del medio de separacion. Valores elevados de esta
relacion suelen permitir mejor transferencia de calor procedente del medio de separacién durante la electroforesis.
Preferiblemente, en algunas realizaciones, se emplean valores comprendidos en el intervalo de aproximadamente
0,8 a 0,02 um'1 . Estos corresponden a las relaciones superficie a volumen de capilares tubulares con secciones
transversales circulares con diametros interiores comprendidos en el intervalo de aproximadamente 5 pym a
aproximadamente 200 um. La expresion "capilar no recubierto" significa que el capilar esta sin recubrir antes de la
introduccion de composiciones de la invencién, es decir, no recubierto covalentemente antes de su uso. En algunas
realizaciones, los capilares para uso con la invencion se hacen de silice, silice fundida, cuarzo, vidrio silicatado, tales
como vidrio de borosilicato, vidrio de fosfato, vidrio que contiene alimina y similares, u otros materiales similares a la
silice. En algunas realizaciones se utilizan capilares formados en sustratos de plastico. Los sustratos de plastico
pueden comprender, por ejemplo, poliacrilatos y poliolefinas, tal como LUCRYL® (BASF, Alemania), TPX™ (Matsui
Plastics, Inc., White Plains, NY), TOPAS® (Hoechst Celanese Corp., Summit, NJ) y ZEONOR® (Zeon Chemicals,
Louisville, KY). Descripciones de sustratos de plastico para capilares acanalados pueden encontrarse, entre otros
sitios, en la patente de EE.UU. n® 5.750.015.

Como se emplea en esta memoria, la expresién "composicién para la separacién de analitos" comprende un
componente del cribado de alto peso molecular y baja viscosidad y opcionalmente, un componente de interaccion de
la superficie. Dichas composiciones son especialmente Utiles para la separacion de polinucledtidos, u otras
biomoléculas que tienen diferentes tamanos pero similares o idénticas relaciones de carga a resistencia a la friccion
en solucion libre utilizando electroforesis capilar. El especialista experto apreciara que un componente con carga, o
electrolito se suele incluir en dichas composiciones. EI componente con carga suele formar parte de un sistema
tamponante para mantener el medio de separacion a un pH constante. Las composiciones para separar analitos
contienen uno o mas polimeros de acrilamida no reticulados.

La expresion "fragmentos de secuenciacion de ADN" se refiera a polinucle6tidos de ADN generados para obtener
informacién de secuencias acerca de una secuencia objetivo seleccionada de ADN. Dichos fragmentos pueden
generarse con enzimas, p. €j., por el método didesoxi de Sanger, o quimicamente, p. ej., por el método de Maxam y
Gilbert. Los fragmentos pueden originar en una sola reaccion de secuenciacion (p. ej., una reaccion de
secuenciacion didesoxi llevada a cabo en presencia de trifosfato de didesoxicitidina), o de mas de una reaccién de
secuenciacion (p. ej., de cuatro reacciones de secuenciacion didesoxi diferentes que comprenden cebadores en 5
debidamente marcados para identificar la base del terminal 3' de cada fragmento).

"Polimero" se emplea en su sentido tradicional, haciendo referencia a una molécula grande compuesta de
subunidades monoméricas u oligoméricas mas pequefias unidas por enlaces covalentes para formar una cadena.
Un "homopolimero" es un polimero formado solamente por una unidad de repeticion monomérica. Un "copolimero”
hace referencia a un polimero formado por dos o mas tipos de unidad de repeticibn monomérica. Los polimeros
lineales estan compuestos de unidades de repeticibn monomérica unidas en una longitud continua para formar
moléculas de polimeros. Los polimeros ramificados son similares a los polimeros lineales pero tienen cadenas
laterales que sobresalen en varios puntos de las ramas a lo largo del polimero principal. Los polimeros en forma de
estrella son similares a los polimeros ramificados excepto que varias cadenas laterales radian a partir de un punto
de una sola rama, dando como resultado un aspecto con forma de estrella o de rueda y radio.

Los polimeros reticulados contienen, por ejemplo, moléculas de polimero que estan unidas por enlace covalente
entre si en puntos distintos de sus extremos. La reticulaciéon puede ocurrir durante el proceso de polimerizaciéon en
presencia de agentes de reticulacion. En algun grado de reticulacion, conocido como punto de gel, se produce
gelificacién. En el punto de gel, se forma un gel visible o polimero insoluble y el sistema tiende a perder fluidez. Este
gel de polimero reticulado, que corresponde a la formacion de una red de moléculas de polimero que estan
reticuladas para formar una molécula macroscopica, es insoluble en todos los disolventes, incluso a temperaturas
elevadas. La exposicion de los polimeros de acrilamida y de los geles de polimero puede encontrarse en referencias
conocidas en la técnica, por ejemplo, Odian, Principles of Polymerization, tercera Edicién (Wiley Interscience, 1991).

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién "polimero de acrilamida no reticulado" se refiera a
moléculas de polimero que comprenden mondémeros de acrilamida, con o sin ramificacién, pero excluyendo a las
moléculas de polimero que estan reticuladas conjuntamente. Por lo tanto, un polimero no reticulado no contiene
moléculas de polimero que estan unidas a puntos distintos de su extremo, y no experimentan gelificacion durante la
polimerizacion.
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El término "polinucleétido” tal como se utiliza en la presente memoria se refiera a polimeros lineales de monémeros
nucleosidicos naturales o modificados, como por ejemplo desoxirribonucledsidos, ribonucleésidos, formas
a-anoméricas de cadena sencilla o doble de los mismos, y similares. Normalmente, los monémeros nucleosidicos
estan unidos por enlaces fosfodiéster o uno de sus andlogos para formar polinucleétidos, sin embargo, ademas se
contemplan los &cidos péptidonucleicos. En algunas realizaciones, los polinucleétidos varian de tamafio desde unas
pocas unidades monoméricas, p. €j., 20, a varios millares de unidades monomeéricas. Siempre que un polinucleétido
esta representado por una secuencia de letras, tal como "ATGCCTG," debe entenderse que los nucleétidos estan en
el orden 5' => 3' de izquierda a derecha y que "A" indica desoxiadenosina, "C" indica desoxicitidina, "G" indica
desoxiguanosina y "T" indica desoxitimidina, a menos que se indique de otra manera. Los analogos de enlaces
fosfodiéster comprenden fosfotioato, fosfoditioato, fosfoseleniato, fosfodiseleniato, fosforoanilotioato, fosforanilidato,
fosforamidita y similares.

La expresion "resolucion monobasica" (Rmonobasica) S€ refiera a la medicién de la resolucién entre dos picos que
resultan de dos fragmentos de polinucleétido que difieren en tamafo por un nucleétido. La resolucion monobasica
puede determinarse matematicamente utilizando la férmula:

g, ={
R._... = 2x-———"—--—'2-l——
T Wu + Wnbl

donde t, es el tiempo de migracion de un fragmento de polinucleétido que tiene n nucleétidos de longitud; tn.1 es el
tiempo de migracion de un fragmento de polinucleétido que tiene n+1 nucledtidos de longitud; W, es la anchura total
en la base del pico del fragmento de polinucleétido de n nucleétidos de longitud; y W,.s es la anchura total en la
base del pico del fragmento de polinucleétido de n+1 nucleétidos de longitud; "Tiempo de migracién" es el tiempo
que tarda un fragmento de polinucleétido en recorrer la longitud del capilar o microcanal, es decir, desde el punto de
inyeccion al detector.

La expresién "limite de resolucion monobasica" se refiera al tamafio de un fragmento de polinucleétido donde el
valor de la resolucién monobasica disminuye por debajo de 0,58 en un sistema concreto.

Descripcion detallada de realizaciones ilustrativas

En algunas realizaciones, la invencion proporciona composiciones como las reivindicadas que comprenden un
componente del cribado de polimeros de acrilamida no reticulado de alto peso molecular y baja viscosidad, que
comprenden ademas un componente de interaccion con la superficie, tal como polidimetilacrilamida (pDMA).
Ademas, las composiciones de la invencién no comprenden un gel de polimero reticulado.

Una ventaja de las composiciones de la invencion es que los polimeros de acrilamida no reticulados con un peso
molecular entre 1.000.000 Da y 3.000.000 Da proporcionan ventajas inesperadas cuando se utilizan en los métodos
descritos y los elementos de electroforesis en comparacion con composiciones electroforéticas conocidas. Los
polimeros lineales de acrilamida con pesos moleculares inferiores a aproximadamente 1.000.000 Da proporcionan
resolucion mas deficiente que las composiciones de la invencién. Los polimeros lineales de acrilamida con pesos
moleculares superiores a aproximadamente 3.000.000 Da presentan problemas de viscosidad y son dificiles de
manipular, p. €j., para insertar en los capilares y retirarlos de ellos. Por lo tanto, las composiciones de la invencion
tienen una viscosidad a 25°C menor de 1.000 mPa-s, y aun mas preferiblemente menor de 600 mPa's. Los
polimeros no reticulados de acrilamida pueden incluir, por ejemplo, polimeros lineales tales como poliacrilamida
(LPA), polimeros ramificados y polimeros en forma de estrella.

El componente del cribado puede comprender polimeros hidréfilos de acrilamida N-sustituida (es decir, el

sustituyente esta unido al nitrégeno de la acrilamida) distintos de poliacrilamida. Los polimeros hidréfilos ilustrativos
de acrilamida N-sustituida comprenden los homopolimeros siguientes y sus copolimeros:

TR
o L4 N Ry
Rs

donde Rs puede ser -H o -CHs, Rs y Rs pueden be independientemente -H, -CHs, -(CH2)OH, -
CH2CH(OH)(CHz),ORs, -CH(CH>OH)CH(OH)CHa, -CH2CH>(OCH2CH>),0Rs, -CH2CONHy,
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HQ, JOH H~G~OH
3 HO~G~H
fies
' 2_:‘}@ CHOH o &-H
HO H=C-OH
CHOH

y Re puede ser independientemente -H, -CHs o -CH>CHs. Los valores de x e y oscilan de 1 a 3, el valor de p oscila
entre 1y 200 y q es directamente proporcional al peso molecular del polimero y oscila entre unos pocos centenas y
centenas de millares. El peso molecular medio oscila entre 100.000 Da y 25.000.000 Da, preferiblemente de
1.000.000 Da a 3.000.000 Da.

Un copolimero hidroéfilo ilustrativo de acrilamida N-sustituida adecuado para su utilizacion como componente del
cribado en las composiciones descritas es:

Ry
ey L . o
fon—Ffonpei;
e LG
o l" 0% My
Rs

donde, Rs, R4, Rs y el peso molecular de los copolimeros, son como se describié anteriormente, y la relacion de m:n
oscila entre aproximadamente 100:1 y aproximadamente 1:100.

En algunas realizaciones, el componente del cribado comprende un polimero de acrilamida no reticulado que tiene
un peso molecular medio comprendido entre aproximadamente 1.000.000 Da y 3.000.000 Da. Los polimeros de
acrilamida no reticulados con pesos moleculares medios de 1.000.000 Da o mayores proporcionan mejor resolucion.
Los polimeros de acrilamida no reticulados con pesos moleculares medios de 3.000.000 Da o menos proporcionan
mejor fluidez, haciendo a dichos polimeros mas faciles de manipular y cargar en los capilares no recubiertos.

El componente de interacciéon con la superficie puede comprender uno 0 mas polimeros no reticulados. Dichos
componentes pueden pertenecer a una variedad de clases quimicas, tales como las descritas en las siguientes
referencias: Molyneux, Water-Soluble Synthetic Polymers: Properties and Behavior, volimenes | y Il (CRC Press,
Boca Raton, 1982); Davidson, Editor, Handbook of Water-Soluble Gums and Resins (McGraw-Hill, Nueva York,
1980); Franks, editor, Water: A Comprehensive Treatise (Plenum Press, Nueva York, 1973); y similares.

Ejemplos de polimeros no reticulados que puede ser adecuados como componentes de interaccion con la superficie
comprenden polividona, poliacrilamida N,N-disustituida, poliacrilamidas N-monosustituidas y similares. En algunas
realizaciones el componente de interaccién con la superficie comprende poli(N,N-dimetilacrilamida) (pDMA) en el
intervalo 0,05-0,5%, preferiblemente 0,1-0,4%, y ain mas preferiblemente 0,2%.

Ejemplos de N-sustituyentes de las poliacrilamidas N-sustituidas comprenden alquilo C4 a C12; alquilo C1 a C+2 halo-
sustituido; alquilo Cy a Ci2 metoxi-sustituido; alquilo C1 a Ci2 hidroxil-sustituido y similares. Preferiblemente, el
sustituyente halo es fluoro y el alquilo Cy a Ci2 hidroxil-sustituido estda monosustituido. Se entiende que los
sustituyentes monoméricos anteriores se seleccionan normalmente de manera que el polimero resultante sea
soluble en agua. Por ejemplo, el monémero que contiene alquilo C12 esta con frecuencia solamente presente como
componente fraccionario pequefio de un copolimero. Mas preferiblemente, se seleccionan sustituyentes ilustrativos
del grupo consistente en alquilo C4 a Cgs; alquilo C1 a Cs halo-sustituido; alquilo C1 a Cs metoxi-sustituido y alquilo C4
a Cs hidroxil-sustituido. Dichos polimeros se sintetizan por técnicas convencionales, p. €j., como las descritas en
Odian, Principles of Polymerization, tercera edicion (John Wiley, Nueva York, 1991), Glass, editor, Water-Soluble
Polymers: Beauty and Performance (Adv. Chem. Ser., n® 213, American Chemical Society, Washington, D.C., 1986)
y Molyneux, Water-Soluble Polymers: Properties and Behavior, Vols. | y Il (CRC Press, Boca Raton, FL, 1982).

Un componente de interaccion con la superficie preferido es pDMA. Segln algunas realizaciones, pueden utilizarse
otros polimeros hidr6fobos aparte de pDMA como componente de interaccién con la superficie. Estos comprenden,
segun la presente invencion, los homopolimeros siguientes: acrilamidas N-alquil-sustituidas y sus copolimeros,
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donde R7 puede ser -H o -CHs, Rg y Rg puede ser independientemente -H, -CHs, -CH>CHs, -CH2CH>CHs, -CH(CHs)2
0 -CH2CONHpy, y z oscila entre aproximadamente 2000 y 50,000. El peso molecular medio oscila entre 200.000 Da y
5,000,000 Da, preferiblemente entre 300,000 Da y 2,500,000 Da.

En algunas realizaciones, los polimeros que comprenden el componente de interaccion con la superficie del medio
de separacion pueden estar presentes a una concentracion desde aproximadamente 0,001% a aproximadamente
10% peso:peso (p:p). Preferiblemente, dichos polimeros estan presentes en una concentracién en el intervalo de
aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 1% p:p.

En algunas realizaciones, la composicion puede comprender otros componentes tales como desnaturalizantes.
Dichos desnaturalizantes pueden ser utiles cuando se desee evitar la formacién de estructuras dobles o
secundarias, por ejemplo, con analitos que comprenden polinucleétidos. Los desnaturalizantes ilustrativos
comprenden formamida, p. ej., 40-90%, urea, p. ej., 6-8 M, lactamas disponibles en el mercado, tales como
pirrolidona, 2-pirrolidinona y similares. En algunas realizaciones, los desnaturalizantes comprenden urea, formamida
0 2-pirrolidinona, sola o en combinacion. La orientacion para la utilizaciéon de desnaturalizantes en electroforesis
puede encontrarse en referencias de biologia molecular bien conocidas, p. €j., Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, segunda edicion (Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York, 1989).

De acuerdo con la presente invencion, la viscosidad de la composicion es inferior a 1.000 mPa-s a 25°C o inferior a
600 mPa-s a 25°C. Todas las mediciones de viscosidad se hicieron utilizando un viscosimetro BrookField Model DV-
Il (Brookfield Engineering Laboratories, Inc., Middleboro, MA). Para las composiciones con viscosidades inferiores a
4000 mPa-s, huso n® 18 se utilizé con el adaptador para muestras pequefias. La velocidad del huso fue de 3 rpm
para muestras con una viscosidad inferior a 1000 mPa-s, 1,5 rpm para muestras con viscosidad entre 1000 y 2000
mPa:'s, y 0,6 rpm para muestras con una viscosidad entre 2000 y 4000 mPa-s. Para muestras de viscosidad superior
a 4000 mPa-s se necesitan un huso mas pequeiio y diferente adaptador.

Los aparatos para llevar a cabo la electroforesis capilar son muy conocidos. Se dispone de muchas referencias que
describen aparatos basicos y varios instrumentos de electroforesis capilar estan disponibles en el mercado, p. €j., los
instrumentos modelo 270A, 310, 3100 o 3700 de Applied Biosystems (Foster City, CA). Ejemplos de referencias que
describen aparatos de electroforesis capilar y su operacién comprenden Jorgenson, Methods: A Companion to
Methods in Enzymology, 4: 179-190 (1992); Colburn et al., Applied Biosystems Research News, nimero 1 (invierno
de 1990); Grossman et al. (citado anteriormente); y similares.

Preferiblemente, se emplea un sistema tamponante para controlar el pH y como componente con carga. Ejemplos
de tampones comprenden: soluciones acuosas de acidos organicos, tales como acido citrico, acético o férmico;
iones dipolares, tales como TES &cido (N-tris[hidroximetil]-2-aminoetansulfénico, BICINE (N,N-bis[2-
hidroxietillglicina, ACES &cido (N-[2-acetamido]-2-aminoetanesulfénico), TAPS &cido (N-tris[hidroximetillmetil-3-
aminopropansulfonico) o glicilglicina; acidos inorganicos, tal como acido fosfdrico; y bases organicas, tales como
tampones de Tris (Tris[hidroximetillaminometano), p. €j., disponible en Sigma o Calbiochem. La concentracion del
tampon puede variar ampliamente, por ejemplo entre aproximadamente 1 mM y 1 M. Ejemplos de soluciones
tampon para su utilizacion en métodos de electroforesis capilar comprenden: (i) TAPS 100 mM, urea 7 M, pH 8,0; o
(if) TTE (50 mM Tris - 50 mM TAPS), urea 7 M, pH 8,0.

En una aplicacién, los polinucleétidos bicatenarios, p. €j., los fragmentos de ADN procedentes de amplificaciones de
RCP o RCL, productos de digestion enzimatica, o similares, se separan por los protocolos habituales, o los
protocolos sugeridos por el fabricante donde se emplea un instrumento de electroforesis capilar comercial, p. €j., un
instrumento modelo 270-HT, 310, 3100 o 3700 (Applied Biosystems, Foster City). Una excepcion a dichos protocolos
habituales o sugeridos es que se emplean composiciones y/o elementos de electroforesis capilar de la invencion. Un
método para separar analitos por electroforesis capilar comprende la insercién en un capilar no recubierto, que tiene
un primer y un segundo extremo y una composicién segun la presente invencion. Una muestra de analitos de
diferentes tamafnos se carga en el capilar y se aplica un campo eléctrico entre el primer y segundo extremos del
capilar. Los analitos de diferentes tamafos en la muestra migran a través de la composicién dentro del capilar,
separando los analitos. Puede utilizarse un capilar recubierto previamente.

El método puede emplearse para la secuenciacion de ADN. Dicha secuenciacion conlleva la separacion de
polinucleétidos monocatenarios preparados por protocolos de secuenciacion de ADN. Pueden encontrarse
descripciones detalladas de protocolos de secuenciacion de ADN, entre otros lugares, en Automated DNA
Sequencing Chemistry Guide (Applied Biosystems, parte n® 4305080); Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, segunda edicion (Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York, 1989); Ausbel et al., Current
Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons, 1993, que incluye suplementos durante Agosto de 2000); o
similares.

Una caracteristica importante de algunos protocolos de secuenciacion de ADN actualmente disponibles es la
generacién de una "serie anidada" o "escala" de polinucleétidos monocatenarios o fragmentos de secuenciacién de
ADN, que pueden separarse por tamafio. Los métodos de terminacion de la cadena de secuenciacion de ADN
pueden comprender (1) proporcionar un cebador oligonucleotidico y un &cido nucleico plantilla que contiene, un
acido nucleico diana cuya secuencia debe determinarse, (2) hibridar el cebador oligonucleotidico al acido nucleico
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plantilla, (3) extender el cebador con una &cido nucleico polimerasa, p. €j., T7 ADN polimerasa, Sequenase™,
transcriptasa inversa, o similares, en una mezcla de reaccion que contiene precursores de trifosfato de nucleésido y
al menos un nucleétido de terminacion de la cadena para formar una serie anidada de poblaciones de fragmentos de
ADN, de tal manera que cada fragmento mas corto de ADN es una subsecuencia de cada fragmento mas largo de
ADN y de tal manera que cada fragmento de ADN del mismo tamafo termina con el mismo nucleétido de
terminacion de cadena, (4) separar las poblaciones de fragmentos de ADN segun tamano, y (5) identificar el
nucleétido de terminacién de cadena asociada a cada poblaciéon de fragmentos de ADN. El especialista experto
apreciara, sin embargo, que estén disponibles muchas variaciones en los métodos de secuenciacién de ADN.

Las plantillas aceptables comprenden las expuestas en la técnica, p. €j., Technical Manual for ABl Model 370A DNA
Sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Por ejemplo, la secuencia diana puede insertarse en un vector de
clonacioén adecuado, tal como la forma repetitiva de un vector de clonacién M13, que se propaga a continuacion para
ampliar el nimero de copias de la secuencia diana. La forma monocatenaria de M13 se aisla para su empleo como
plantilla. Ademas, puede proporcionarse una plantilla por reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) como se da a
conocer en la técnica, p. €j., Innis et al., (citado anteriormente); Wilson et al., Biotechniques, Vol. 8, pags. 184-189
(1990);Gyllensten, Biotechniques, Vol. 7, pags. 700-708 (1989); y similares. Después de la ampliacién, la plantilla
puede utilizarse en la reaccion o reacciones de polimerizacion ya sea en fase liquida o unida a un soporte en fase
solida, p. €j., como da a conocer Stahl et al., Nucleic Acids Research, Vol. 16, pags. 3025-3038 (1988); Hultman et
al., Nucleic Acids Research, Vol. 17, pags. 4937-4946 (1989); o similares.

Una vez se generan los fragmentos de ADN de la serie anidada, éstos se separan por electroforesis capilar
utilizando las composiciones, elementos de electroforesis capilar o métodos de la invencién.

Ejemplos
Ejemplo 1:
Preparacién de un polimero de acrilamida no reticulado mediante polimerizacién en solucion

Se prepard una solucion que contiene 94,50 g de agua destilada (18 M ohm-cm) y 32,02 g (0,129 mol) de una
solucién de acrilamida al 28,57% en peso (Bio-Rad, Hercules, CA) en un matraz de fondo redondo de tres bocas de
500 ml equipado con una paleta de Teflon de 5 cm (2") para agitacién mecanica, un tubo de purga y un termémetro.
Se barbote6 helio ultrapuro (99,99%) en la solucion, con agitacion mecanica constante, a una ritmo de 150 ml/min
durante 120 minutos, para desoxigenar la solucién. A esta solucion desoxigenada se afiadieron con jeringuillas, 1,0
ml (13,06 mmol) de 2-propanol (isopropanol) y 4,0 ml (0,35 mmol) de una solucién de persulfato aménico al 1,99 %
en peso (99,99% puro, Aldrich) . El matraz se sumergié en un bafo de aceite a 50+1°C durante 120 minutos con
agitacion mecanica constante a 150 rpm y purga de helio a 150 ml/minuto. La reaccion se enfri6 mediante la adicién
de 200 ml de agua destilada con agitacion y se barboted con aire durante 10 minutos. La soluciéon en agua clara
resultante se colocé en una membrana de celulosa Spectra/Por-7 regenerada en el umbral de peso molecular 50 K
(MWCO) y dializada frente a 17,0 litros (4,5 galones) de agua destilada (18 M ohm-cm) durante tres dias. El agua se
cambié dos veces al dia. La solucién dializada se liofilizé y se obtuvieron 8,41 g de polimero de acrilamida no
reticulado (92% de rendimiento).

Este polimero se caracterizé por cromatografia de penetraciéon en gel (CPG) utilizando patrones primarios de
poliacrilamida de American Polymer Standards (Mentor, Ohio). Se llevaron a cabo separaciones a 30°C con tres
columnas cromatograficas en serie, una columna Ultrahydrogel (Waters Corp., Milford, MA) de 2.000 Angstrom, una
columna Ultrahydrogel de 1.000 Angstrom y una columna de control, utiizando NaNOs 0,05 M, a un caudal de 1
ml/min. El volumen de inyeccién fue de 100 pl y el detector fue un Knauer DRI 8X. Este polimero de acrilamida no
reticulado se hallé que tiene un M, de 589 kilodaltons (kDa), un My, de 2.517 kDa (2,5 M en las figuras 1-3) y una
polidispersidad de 4,23. El My, determinado por dispersion de la luz en modo discontinuo, fue de 1.936 kDa (Prep. n®
1 en Table 1). El especialista experto apreciara que el peso molecular observado de un polimero puede variar
dependiendo del método de caracterizacion. Los pesos moleculares mencionados en las reivindicaciones adjuntas
estan basados en el método CPG descrito anteriormente.

El polimero se seco al vacio a 40°C durante al menos 4 horas antes de su uso.
Ejemplo 2:
Preparacién de otro polimero de acrilamida no reticulado por polimerizacion en solucion

Se prepard un segundo polimero de acrilamida no reticulado como se describe en el ejemplo 1, excepto que se
anadieron 2,0 ml (26,12 mmol) de isopropanol a la solucién desoxigenada. El especialista experto sobreentendera
que el isopropanol sirve como agente de transferencia de cadenas, limitando el peso molecular del polimero a
medida que se prepara. Por lo tanto, al variar la cantidad de isopropanol, el peso molecular del polimero puede
alterarse.

La solucion en agua clara resultante se dializ6 y liofilizd, como en el ejemplo 1. El rendimiento fue de 9,0 g de
polimero de acrilamida no reticulado (98% de rendimiento). El polimero se caracterizd por cromatografia de
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penetracion en gel y se hallé que tiene un M, de 310 kDa, un M, de 1.376 kDa (1,4 M en las figuras 1-3) y una
polidispersidad de 4,40. El My, determinado por dispersion de la luz en modo discontinuo fue de 975 kDa. (Prep. n® 2
en la Table 1).

Siguiendo el procedimiento de polimerizaciéon en la solucion descrito en los ejemplos 1 y 2, se prepararon mas
polimeros de acrilamida no reticulados con diferentes pesos moleculares variando la concentracién de iso-propanol
(véase la Table 1, Prep. n® 1-4).

Tabla 1. Preparaciones de polimero de acrilamida no reticulado.

Prep. n®  Relaciéon molar [iso- Rendimiento Pm (por lotes modo dispersién Pm (método GPC)
propanol]:[acrilamida] (%) de la luz)
1 0,101 92,0 1.936 kDa 2.517 kDa (2,5 M)
2 0,203 98,0 975 kDa 1.376 kDa (1,4 M)
3 0,112 98,0 1.325 kDa 2.015 kDa (2,0 M)
4 0,406 82,0 697 kDa 744 kDa (0,75 M)
5 N/A - 12.500 kDa 6.377 kDa (6,4 M)
Ejemplo 3:

Preparacién de un polimero de acrilamida no reticulado por polimerizacién en emulsién inversa

Se preparé un quinto polimero de acrilamida no reticulado por polimerizacién en emulsion inversa (PEI) de la
manera siguiente. A un vaso de 1 | de polipropileno se afiadieron 100,05 g de Petrolum Special (p.e. 180-220°C,
Fluka), 100,01 g de una soluciéon de acrilamida al 28,57% en peso (Bio-Rad), 2,50 g de monooleato de sorbitan
(Fluka) y 1,00 ml de una solucién al 1,0109% en peso de persulfato aménico (99,99%, Aldrich). La mezcla se
emulsion6 agitando con una barra magnética de agitacién de 5 cm (2") durante 10 minutos a 800 rpm. La emulsién
se transfirié a continuacion a un matraz de fondo redondo de tres bocas de 1 | equipado con una paleta de agitacion
de Teflon de 5 cm (2") para agitacion mecanica, un tubo de purga y un termémetro. La emulsién se purgd con helio
ultra puro (99,99%) a un ritmo de 150 ml/min durante 120 minutos con agitacion mecéanica constante a 300 rpm. A la
emulsion se afiadieron 0,010 ml de N,N,N,N-tetrametiletilendiamina (ultrapura, Armesco) empleando una
microjeringuilla. El matraz se sumergi6é en un bafo de aceite a 35+1°C con agitacién mecanica constante a 300 rpm
y purga de helio a 150 ml/minuto durante 19 horas. Durante la polimerizacién, la temperatura de la emulsiéon nunca
sobrepas6 los 35°C.

Después de 19 horas, se afadieron 400 ml de acetona y la emulsion se agité a 300 rpm durante 2 horas. El polimero
en polvo se dejé precipitar y se decanté la capa sobrenadante. Al polimero precipitado, se afiadieron 300 ml de
acetona, el agitador mecanico se sustituyé por una barra magnética de agitacion en forma de huevo de 3,8 cm
(1,5"), y se agité a 800 rpm durante 3 horas. El precipitado polimero se convirtié en un polvo muy fino. Este polvo se
dejo sedimentar y la capa organica se decanté. El polimero en polvo se disgregdé con 300 ml de acetona y se agité a
800 rpm durante otras 3 horas. El polimero se filtré por succién y se enjuagé con una cantidad copiosa de acetona.
Se afadieron aproximadamente 5,4 gramos de polvo de polimero himedo a 450 ml de agua destilada y la solucién
se agité con una barra magnética de agitacion de 2,5 cm (1") a 75 rpm durante dos dias. La mezcla resultante se
dividié en cinco tubos Falcon de 50 ml y se removi6 durante dos dias para dar una solucién muy viscosa. Esta
solucién se colocé en una membrana de celulosa regenerada Spectra/Por-7 de 50K MWCO vy se dializé frente a 17,0
litros (4,5 galones) de agua destilada (18 M ohm-cm) durante tres dias. El agua se cambi6 dos veces al dia. La
solucion dializada se liofilizé para dar 4,50 g de polimero de acrilamida no reticulado. El Py, determinado por
dispersion de la luz en modo discontinuo, fue de 12.500 kDa, y determinado por cromatografia de penetracion en
gel, fue de 6.377 kDa (Prep. 5 en Tabla 1; 6,4 M en las figuras 1-3).

Ejemplo 4:
Preparacién de componentes de cribado a titulo de ejemplo

Se prepararon componentes de cribado a titulo de ejemplo para su utilizacién en las composiciones de la invencion
de la manera siguiente. Se afadieron 1.000 miligramos de cualesquiera de los polimeros de acrilamida no
reticulados mostrados en la Tabla 1 a 2,44 gramos de agua, 0,075 gramos de soluciéon de pDMA al 12,3% y 0,5
gramos de Na-TAPS 1 M/tampdn EDTA 10mM, pH 8,0. La mezcla se disolvid girando en una rueda giratoria durante
la noche. Siguiendo este procedimiento se prepararon, cinco componentes de cribado diferentes, que comprende
cada uno un polimero de acrilamida no reticulado diferente mostrado en la Tabla 1.
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Ejemplo 5:
Separacién de analitos por electroforesis capilar

Se prepararon cinco ejemplos de composiciones para separar analitos combinando uno de los cinco componentes
de cribado del ejemplo 4 con pDMA al 0,2%. Se analizaron estas cinco composiciones para evaluar su capacidad
para separar analitos de polinucleétidos utilizando un aparato de electroforesis capilar ABI 310 (Applied Biosystems,
Foster City, CA) con capilares de 47cm no recubiertos (36 cm desde el extremo de la inyeccion al detector). Se
prepararon elementos de electroforesis capilar bombeando una de las cinco composiciones a través de capilares no
recubiertos durante 400 segundos antes de cada andlisis.

Se disolvieron en formamida analitos, que comprenden fragmentos de secuenciacién de ADN marcados con
fluorescencia y una escala de secuenciacion de ADN monocatenario, incluidos 18 fragmentos de ADN de tamano
conocido, marcados con el colorante fluorescente TET. Esta solucién de analito se inyectd en los elementos de la
electroforesis capilar a 1,5 kV durante 10 segundos. Se llevaron a cabo separaciones a unas temperaturas de la
serie de 50°C, 60°C o 70°C, utilizando un campo eléctrico de 200 V/cm.

Se midieron la anchura del pico (definida como 4 veces la desviacion tipica de un pico gaussiano) y el tiempo de
migracion de los picos de la escala y los fragmentos de secuenciacion de ADN. Estos valores se utilizaron para
calcular valores de la resolucidon monobasica. El valor de la resolucién monobasica y el tiempo de migracion para
tres o cuatro series de duplicados llevado a cabo a cada una de las temperaturas de la serie se muestra en las
figuras 1,2y 3.

El limite de la resolucién monobdésica para las cinco composiciones y las tres temperaturas de la serie se muestran
en la figura 4. Independientemente de la temperatura de la serie, la resolucion monobésica aumenta a medida que el
peso molecular del polimero aumenta hasta aproximadamente 3.000.000 Da (véase la figura 4). Cada una de las
tres curvas de temperatura de la serie se estabiliza, sin embargo, cuando el peso molecular del polimero aumenta
por encima de aproximadamente 3.000.000 Da. Por lo tanto, aumentando el peso molecular del polimero por encima
de aproximadamente 3.000.000 Da la resolucién monobéasica no aumenta sensiblemente. El aumento del peso
molecular del polimero por encima de aproximadamente 3.000.000 Da, sin embargo, da lugar a un rapido aumento
en la viscosidad de la solucién de polimero. Por ejemplo, la viscosidad del polimero de 2.500.000 Da utilizado en los
ejemplos fue de aproximadamente 500 centipoises, mientras que la viscosidad del polimero de 6.400.000 Da fue
mayor de 50.000 mPa-s. Por lo tanto, las composiciones del cribado con pesos moleculares de 1.000.000 a
3.000.000 Da proporcionan resoluciébn monobasica eficiente mientras que conservan suficientemente baja
viscosidad para la carga capilar.

10
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién para separar analitos por electroforesis capilar que comprende:

un componente de cribado que comprende un polimero de acrilamida no reticulado que tiene un peso molecular
medio ponderado mayor de 1.000.000 Daltons (Da) y menos de o igual a 3.000.000 Da; y

un componente de interaccién con la superficie que comprende uno o mas homopolimeros y copolimeros de
acrilamida hidréfobos N-alquil-sustituidos de férmula:

| Ry
7 i
éﬁ.f}awd’
U R

en donde R7 es -H o -CHs, Rg y Rs son independientemente -H, -CHs, -CH>CH3, -CH2CH2CH3, CH(CH3s)2 o -
CH>CONH>, y caracterizado por que z oscila entre aproximadamente 2.000 y 50.000, oscilando el peso molecular
medio entre 200.000 Da y 5.000.000 Da,

en donde el componente de cribado y el componente de interaccién con la superficie son diferentes;

en donde la composicién tiene una viscosidad inferior a 1000 mPa-s a 25°C; y en donde la composicion no
comprende un gel de polimero reticulado.

2. La composicion de la reivindicacién 1, en donde la composicion tiene una viscosidad inferior a 600 mPa-s a 25°C.

3. La composicion de la reivindicacion 1, en donde componente de interaccion con la superficie comprende poli(N,N-
dimetilacrilamida).

4. La composicion de la reivindicacion 3, en donde el peso molecular medio ponderado de la poli(N,N-
dimetilacrilamida) oscila entre 200.000 Da y 5.000.000 Da.

5. La composicion de la reivindicacion 1, en donde uno o mas polimeros que comprenden el componente de
interaccion con la superficie estan presentes a una concentracién desde aproximadamente 0,001% a
aproximadamente 10% peso:peso (p:p).

6. La composicion de la reivindicacion 1, en donde uno o mas polimeros que comprenden el componente de
interaccion con la superficie estan presentes a una concentracion desde aproximadamente 0,01% a
aproximadamente 1% peso:peso (p:p).

7. La composicion de la reivindicacién 1, que comprende ademas al menos un desnaturalizante que se selecciona
del grupo consistente en formamida, urea y 2-pirrolidinona.

8. La composicion de la reivindicacién 7, en donde al menos un desnaturalizante comprende urea.

9. Un elemento de electroforesis capilar que comprende:

un capilar no recubierto; y

una composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 situada dentro del capilar no recubierto.

10. Un kit para separar analitos por electroforesis capilar que comprende una composicién de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8.

11
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Resolucion monobasica
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Resolucion monobasica

1a2 a Resolucion basica conseguida con LPA de distintos PM a 70 grados
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Numero de bases con resolucion mayor de 0,58
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