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DESCRIPCION
Matriz y método para purificar y/o aislar acidos nucleicos
La presente invencién se relaciona con una matriz y un método para purificar y/o aislar acidos nucleicos.
Introduccion

La purificacién y el aislamiento de acidos nucleicos a partir de muestras bioldgicas es una tecnologia clave en
diagnostico molecular, epidemiologia, analitica de alimentos, investigacion forense y ciencia biolégica. Uno de los
enfoques mas populares implica la unién de acidos nucleicos a superficies de silice en presencia de agentes
caotrépicos. Los principios de este enfoque son, por ejemplo, descritos por Boom et al (1990), J Clin Microbiol.
marzo de 1990; 28(3): 495-503. Los kits que utilizan esta tecnologia son por ejemplo comercializados por
BioMerieux, Qiagen o Promega.

Los acidos nucleicos disueltos en una muestra liquida tienen la capacidad de unir silice, es decir, SiO, amorfa en
presencia de altas concentraciones de sales caotropicas ("tampén de unién"). Estas Ultimas desnaturalizan
biomoléculas alterando la capa de hidratacion que las rodea. Esto permite iones cargados positivamente (por
ejemplo, iones de sodio provistos de tampon de unidén) para formar un puente salino entre la silice cargada
negativamente y el esqueleto del ADN cargado negativamente. En una etapa siguiente, un tampén de fuerza iénica
baja ("tampén bajo en sal") se utiliza para alterar estas uniones mediante la solubilizacién de los acidos nucleicos a
efectos de eluir los acidos nucleicos.

Sumario de la invencion

Antes de describir la invencién con detalle, queda entendido que esta invencién no se limita a los componentes
particulares de los dispositivos descritos o las etapas del proceso de los métodos descritos como tales dispositivos y
métodos pueden variar. También se entiende que la terminologia utilizada en la presente memoria se realiza con
fines de describir Gnicamente realizaciones particulares, y no tiene por objeto ser limitante. Cabe sefialar que, como
se utiliza en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "una" y "el/la"
incluyen referentes en singular y/o en plural salvo que el contexto indique claramente lo contrario. Ademas, debe
entenderse que, en el caso de que se den intervalos de parametros que estan delimitados por valores numéricos, se

considera que los intervalos incluyan estos valores de limitacién.

Las reivindicaciones dependientes estan relacionadas con las realizaciones preferentes. Queda por entender que los
intervalos de valores delimitados por valores numéricos deben entenderse que incluyen dichos valores de
delimitacion.

De acuerdo con la invencion, se proporciona un material matricial adecuado para su uso en la purificacion y/o
aislamiento de acidos nucleicos a partir de una muestra bioldgica, cuya matriz comprende una superficie que
comprende al menos un elemento seleccionado entre el grupo que consiste en germanio, estafio y/o plomo; o al
menos una de sus sales.

El germanio (Ge), el estafio (Sn) y el plomo (Pb) pertenecen al grupo de carbono de la tabla periddica, también
denominado grupo 14 de acuerdo con el nuevo sistema UIQPA. En comparacién con los elementos restantes del
grupo de carbono, es decir, carbono (C) y silicio (Si), los tres elementos anteriores tienen en comin una densidad y
una masa atémica elevadas, ademas de una buena conductividad eléctrica, que los separa del silicio y del carbono.
El germanio (Ge), el estafio (Sn) y el plomo (Pb) forman asi un subgrupo con el grupo 14. Las siguientes tablas
muestran claramente esto:

Ademas, el germanio, el estafio y el plomo tienen un diametro i6nico mayor que el silicio. Todas estas caracteristicas
técnicas contribuyen a las diferencias significativas en la reaccién de unién del silicio, por una parte, y el germanio, el

elemento |masa atémica densidad (kg/m 3) conductividad eléctrica (S/m)
Carbono 12,011 2.250-3.510 1x10%3x10°

Silicio 28,086 2.330 2,52 x 10™
Germanio 72,59 5.323 1,45

Estafio 118,71 7.310 9,17 x 10°

Plomo 207,2 11.340 4,81 x 10°

estafio y el plomo, por otra parte, con el esqueleto del acido nucleico.

En una realizacion preferente, dicha matriz comprende germanio o una sal de germanio, preferentemente 6xido de

germanio.

El germanio es un elemento quimico con el simbolo Ge y nimero atémico 32. El diéxido de germanio (GeOy),
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también llamado 6xido de germanio (en contraste con monéxido de germanio, que es GeO) o "germania”, es un
compuesto inorganico, un Oxido de germanio. Su férmula quimica es GeO,. Otros nombres incluyen acido
germanico, G-15, y ACC10380. Se forma como una capa de pasivacion en germanio puro en contacto con el
oxigeno atmosférico. Las formas de didéxido de germanio son paralelas, en cierta medida, a las de didxido de silicio.

GeO-, hexagonal tiene la misma estructura que B-cuarzo (el germanio tiene un nimero de coordinacion 4); GeO;
tetragonal (el mineral argutita) tiene la estructura de stishovita similar a rutilo (el germanio tiene un nimero de
coordinacion 6); y GeO, amorfo (vitreo) es similar a la silice fundida. El diéxido de germanio puede prepararse en
formas tanto cristalinas como amorfas. Al igual que la silice, puede ser proporcionado en forma de gel, que es una
forma granular, vitrea, altamente porosa que, a pesar de su nombre, es un sélido que tiene una gran superficie
interna con poros en el intervalo de nanémetros.

Debido a que el germanio tiene una electronegatividad mayor que el silicio (2,02 frente a 1,74), los procesos de
deposicion basados en liquidos, por ejemplo, de GeO- sobre superficies metélicas tienen una eficiencia mayor que
con SiO,. Ademas, debido a una mayor electronegatividad, la reaccién de uniéon entre GeO, y acidos nucleicos es
mas fuerte, ya que los dominios de GeO; tienen una mayor polaridad.

Generalmente, el material matricial puede consistir enteramente de Oxido de germanio. Sin embargo, en una
realizacién preferente, solo la superficie del material comprende 6xido de germanio, mientras que las areas centrales
del material comprenden otros materiales. Tal realizacion puede utilizarse para afiadir, a la capacidad de unién de
acidos nucleicos de 6xido de germanio, otras caracteristicas técnicas que pueden ser Utiles en el presente contexto.
Ademas, esto brinda la posibilidad de utilizar materiales mas baratos que el germanio, o sus derivados, en las areas
centrales.

En una realizacién preferente de la presente invencion, se prevé que dicho material matricial esta provisto de al
menos una forma seleccionada entre el grupo que consiste en

e recubrimiento del recipiente de reaccion
e particulas

e polvo

» fibras

* membrana

En caso de que el material matricial sea una membrana, tal membrana puede, por ejemplo, ser utilizada en una
columna de centrifugacion, por ejemplo, en la purificacion de acidos nucleicos basada en columnas. En caso de que
el material matricial esté en forma de particulas, estas Ultimas pueden ser utilizadas en sistemas de purificacion de
acidos nucleicos basados en particulas. En caso de que el material matricial esté en forma de un recubrimiento de
recipiente de reaccion, los acidos nucleicos se pueden unir a las paredes de un recipiente de reaccion para fines de
purificacién. En caso de que el material matricial esté en forma de fibras, puede producirse un material similar a la
lana que se puede utilizar en columnas para la purificacién de acidos nucleicos. En caso de que el material matricial
esté en forma de polvo, se puede producir una suspension de forma similar a un vidrio lechoso, que tiene un area de
superficie mayor, y de este modo, pueden unir mas acidos nucleicos por unidad de volumen que otras matrices de
silice con formas regulares.

En otra realizacion preferente de la presente invencion, se prevé que dichas particulas tengan al menos una
caracteristica seleccionada entre el grupo de

» forma esférica
» diametro comprendido entre 20,01 pm y €100 um

Como se utiliza en la presente memoria, la expresion “forma esférica” no siempre se requiere que sea una esfera
exacta o una esfera casi exacta puesto que el fin es compararla con dichas formas longitudinales (como en las
fibras) o formas planas (como en las membranas). Dicho tipo de particulas también se llama "perlas", o nano- o
microesferas.

Preferentemente, el diametro medio de dichas particulas oscila en el intervalo comprendido entre 20,05 pm y <5 um,
incluso mas preferentemente en el intervalo de 20,1 um y <1 um. Particularmente preferente, el didmetro medio esta
comprendido en el intervalo de 20,15 pum y <0,25 pm.

En otra realizacion preferente de la presente invencion, se prevé que dicho material es, al menos en parte,
magnéticamente sensible.
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La expresidon “material magnéticamente sensible” se refiere a cualquier material magnético, paramagnético o
magnetizable. El término también se refiere a la capacidad de un material para migrar en relaciéon con la influencia
de un campo magnético.

En tal realizacion, un iman se puede utilizar para recoger el material matricial, por ejemplo, las perlas, después de
gue hayan unido los acidos nucleicos. En la presente realizacion, se facilitan las etapas de lavado o las etapas de
elucion, en particular cuando se utiliza un material de muestra fijado en formalina y embebido en parafina (FFEP)
(véase a continuacion).

Preferentemente, el material matricial comprende, o consiste en, al menos en parte, un material inorganico. Resulta
particularmente preferente que el material matricial comprenda un material magnético o paramagnético seleccionado
entre el grupo que consiste en

e Oxido de hierro
« polimeros magnéticos

Las particulas de 6xido de hierro estan por ejemplo disponibles comercialmente como téner para fotocopiadoras.
Estas particulas se producen bajo estandares muy altos y tienen, por consiguiente, una distribuciéon de tamafio muy
uniforme, son quimicamente puras y tienen una alta pureza. Dicho tipo de particulas, aunque con un recubrimiento
de silice son, por ejemplo, comercializadas por Mobitec, Goettingen, AL. Alternativamente, dichas particulas de
oxido de hierro consisten en FezO4 hidrofilo, que esta por ejemplo disponible como BAYOXIDE E8706, E8707,
E8709 y/o E8710.

En perlas de polimero magnéticas, la matriz de particulas consiste en latex, poliestireno o silice con, por ejemplo,
Oxido de hierro de tamafio nanométrico homogéneamente incorporado. Tal tipo de perlas es por ejemplo
comercializado como Dynabeads por Life Technologies.

En una realizacion particularmente preferente, se utilizan perlas magnéticamente sensibles con, por ejemplo, un
nucleo de 6xido de hierro y un recubrimiento de diéxido de germanio. De acuerdo con otro aspecto de la invencion,
se proporciona un método para purificar y/o aislar acidos nucleicos a partir de una muestra biolégica, método en el
que se utiliza un material matricial de acuerdo con la invencién.

En una realizacion preferente de dicho método, los acidos nucleicos que se van a purificar y/o aislar se seleccionan
entre el grupo que consiste en ADN o ARN. Resulta particularmente preferente que los acidos nucleicos sean ADN
gendmico, ARNm, y/o microARN.

En una realizacion particularmente preferente de dicho método, la muestra biolégica es al menos una seleccionada
de entre el grupo que consiste en:

e muestras de tejido frescas

e muestras de tejido congeladas

* muestras de tejido fijas

* muestras forenses o paleontoldgicas

* muestras obtenidas a partir de las heces, material biolégico secado, momias, organismos taxidermizados
¢ muestras de alimentos, y/o

e muestras de plantas

Para las muestras de tejido fijas, al menos un fijador puede ser utilizado en una realizacion preferente que se
selecciona entre el grupo que consiste en formalina tamponada neutra, formalina sin tamponar, glutaraldehido,
etanol, acetona, metanol, metacarn, fijador de Carnoy, fijador AFA (formaldehido, etanol y acido acético), Pen-Fix
(fijador de formalina alcohdlica), Glyo-Fixx (fijador a base de glioxal), Hope (fijador disolvente organico mediado con
tampon de acido glutamico y Hepes), y/o Zinc formal-Fixx (fijador de formaldehido que contiene zinc).

Un tipo preferente de muestras de tejido fijas son muestras de tejido fijadas en formalina y embebidas en parafina
(FFEP). Habitualmente, en el diagnostico de tumores, las muestras de tejido se extraen como biopsias de un
paciente y se someten a procedimientos de diagndstico. A tal fin, las muestras se fijan en formalina, se embeben en
parafina y luego se examinan con métodos inmunohistoquimicos. El tratamiento con formalina conduce a la
inactivacion de las enzimas, como por ejemplo las enzimas que digieren ARN ubicuo (ARNsas). Por este motivo, el
estado del ARNm del tejido (el llamado transcriptoma), permanece inalterado.

No obstante, el analisis molecular en muestras FFEP, particularmente por medio de la amplificacién y la deteccion
de acidos nucleicos, es una manera dificil porque el proceso de fijacion reticula proteinas y acidos nucleicos.
Ademas, el proceso para disolver los acidos nucleicos a partir de tejido FFEP que se realiza normalmente de forma
manual es muy propenso a errores. Otra cuestion es que en muestras FFEP, los acidos nucleicos se suelen romper
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en fragmentos muy pequefios, que, aunque son aun lo suficiente largos para ser analizados por PCR, plantean
problemas cuando se aislan con medios convencionales.

Dichas muestras pueden ser tratadas con éxito con una realizacién preferente de la invencion, en la que se utilizan
perlas magnéticamente sensibles con, por ejemplo, un nicleo de 6xido de hierro y un recubrimiento de dioxido de
germanio. Puesto que son magnéticas, dichas perlas pueden utilizarse en un entorno automatico, eliminando asi los
errores causados por la disolucion manual de los acidos nucleicos a partir del tejido FFEP. Ademas, las perlas
pueden unir también pequefios fragmentos de acidos nucleicos.

Independientemente de la forma, se ha conservado la muestra, el tipo de muestra puede comprender secciones de
tejidos, nucleos de micromatrices tisulares, muestras de aspirados con aguja, muestras de frotis cervical, muestras
microdiseccionadas, y muestras obtenidas a partir de cultivos celulares.

En otra realizacion preferente de dicho método, los acidos nucleicos se purifican y/o se aislan en presencia de un
agente caotropico.

La expresion "agente caotrépico”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a sales de iones particulares
que, cuando estan presentes en una concentracion suficientemente alta en una solucién acuosa, provocan que las
proteinas presentes en las mismas se desplieguen y que los acidos nucleicos se desprendan de la estructura
secundaria. Se cree que los iones caotrépicos tienen estos efectos porque alteran las redes de los enlaces de
hidrégeno que existen en el agua liquida y por lo tanto hacen que las proteinas desnaturalizadas y los acidos
nucleicos sean termodinamicamente mas estables que sus homélogos correctamente plegados o estructurados.

En aun otra realizacion preferente de dicho método, la purificaciéon y/o el aislamiento comprende una etapa que
consiste en centrar un material matricial magnéticamente sensible de acuerdo con la invencién por medio de un
campo magnético.

En la presente realizacion, son facilitadas las etapas de lavado después de la unién de los acidos nucleicos, debido
a que el material matricial con los acidos nucleicos se puede inmovilizar temporalmente, evitando asi que se
enjuaguen y por consiguiente se pierdan.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona un kit de partes apropiadas para su uso en un método
de acuerdo con la invencién, dicho kit comprende un agente caotrdpico y, opcionalmente, un material matricial de
acuerdo con la invencion.

Preferentemente, dicho kit comprende ademés un tamp6n de unién y un tampén bajo en sal.

Al igual que un tampo6n bajo en sal, se utilizan preferentemente tampon TE o agua. Tampén TE es una solucion
tamponada utilizada habitualmente en biologia molecular, especialmente en procedimientos que implican ADN o
ARN. "TE" se deriva de sus componentes Tris, un tampén de pH comudn, y EDTA, una molécula que quela cationes
como Mg”. Una formula tipica para la fabricacion de 10:1 tampo6n TE es 10 mM de Tris, (pH 8,0 con HCl) y 1 mM de
EDTA.

El tampon de unidn comprende un agente caotropico y un tampoén, mas, opcionalmente, un detergente y/o NaCl y/o
KCI pueden afiadirse en concentraciones altas. En el Gltimo caso, el tampon también se llama tampon alto en sal.

El kit o método de acuerdo con la invencion comprende preferentemente al menos un agente caotropico
seleccionado entre el grupo que consiste en:

e urea
» tiourea

e cloruro de guanidinio

« clorhidrato de guanidinio

« tiocianatos, como tiocianato de guanidinio

» percloratos, como perclorato de litio o perclorato de sodio
* tricloroacetatos, como tricloroacetato de sodio

e yoduros, como yoduro de sodio

» sales de bario

La urea se utiliza preferentemente en una concentracion de 6-8 mol/l. La tiourea se utiliza preferentemente en una
concentracion de 2 mol/l. El cloruro de guanidinio se utiliza preferentemente en una concentracion de 6 mol/l. El
perclorato de litio se utiliza preferentemente en una concentracién de 4,5 mol/l.

Preferentemente, dicho kit o método comprende ademas al menos un agente seleccionado entre el grupo que
consiste en
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e enzima degradante
« detergente
» alcohol

Las enzimas degradantes incluyen proteasas. Proteinasa K es una de estas, y en realidad funciona muy bien en
estos tampones desnaturalizantes; cuanto mas desnaturalizada esté la proteina, mejor funcionara la proteinasa K.
Sin embargo, la lisozima no funciona en la desnaturalizaciéon y por lo tanto el tratamiento con lisozima se realiza
antes de la adicion de las sales de desnaturalizacion. Los detergentes ayudan con la solubilizacion y la lisis de
proteinas. Preferentemente, Triton X 100 se utiliza como detergente. El alcohol se utiliza para potenciar e influir la
unién de los acidos nucleicos a la matriz, y para fines de lavado. Preferentemente, se utilizan etanol y/o isopropanol.

En una realizacion preferente, el kit de acuerdo con la invencion comprende ademas un separador magnético. En la
presente realizacién, son facilitadas las etapas de lavado después de la unién de los acidos nucleicos, debido a que
el material matricial con los acidos nucleicos puede inmovilizarse temporalmente, evitando asi que se enjuaguen y
por consiguiente se pierdan. Dicho separador magnético puede estar realizado preferentemente en forma de una
placa de microtitulacion que puede acomodar un nimero de recipientes de microrreaccion, como tubos de
Eppendorf. Dicho separador puede consistir en una lamina, o un bloque, por ejemplo, de plexiglas, con una serie de
pocillos (para las propias muestras, o para el alojamiento de los tubos de Eppendorf). En la seccion inferior de la
lamina, o bloque, se disponen uno 0 mas imanes (imanes permanentes o electroimanes) que atraen a los materiales
matriciales magnéticamente sensibles, por ejemplo, perlas de 6xido de hierro recubiertas con GeO,.

Alternativamente, dicho separador magnético puede consistir en una lamina individual, o bloque, que tiene el tamafio
de una placa de microtitulacion, en la que se disponen uno o mas imanes que bloquean, se puede utilizar junto con
una placa de microtitulacion en una configuracion de tipo sandwich. Un tamafio convencional de dicho separador
magnético es de 12,8 cm x 8,6 cm x 2,8 cm para su uso con placas de microtitulacion de 96 pocillos convencionales.

De acuerdo con aun otro aspecto de la invencion, se proporciona el uso de un kit, método o matriz de acuerdo con la
invencién para al menos un fin seleccionado entre el grupo que consiste en

» investigacion forense
« diagndstico molecular
e procedimientos analiticos alimentarios, y/o
« procedimientos analiticos vegetales
Figuras y experimentos
Detalles adicionales, distintivos, caracteristicas y ventajas del objetivo de la invencion se desvelan en las
reivindicaciones secundarias, y la siguiente descripcion de las figuras y ejemplos respectivos, los cuales, de una
manera a modo de ejemplo, muestran realizaciones preferentes de la presente invencién. Sin embargo, estos
dibujos no deben entenderse en ningln caso como limite del alcance de la invencion.

La Fig. 1 muestra una vista esquematica del método de acuerdo con la invencién.

La Fig. 2 muestra un separador magnético que puede ser solicitado en el contexto de la presente invencion.

La Fig. 3 demuestra el principio de unién entre las superficies recubiertas con GeO; y los acidos nucleicos.
Ejemplos

1. Produccién de un material matricial de acuerdo co n la invencion

Na,GeOs se produce mediante la reaccién de carbonato de sodio y dioxido de germanio cuando se funden de
acuerdo con el siguiente esquema

Na,CO3 + GeO, — Na,GeOs + CO»,

Na.GeOs anhidro contiene una cadena polimérica anidnica compuesta por un tetraedro {GeO4} conectado por
comparticion de vértices, y no por un ién de GeOs diferente.

50 g de particulas de éxido de hierro que se utilizan para toner se dan en 1.000 ml de una solucién acuosa al 0,25 %
de Na GeOs. Después de agitar durante una hora, las particulas se separan, se lavan posteriormente con agua y
etanol, y luego se secan. Alternativamente, una solucién de Na,GeOs al 20 % se puede utilizar.

Otras formas para crear material matricial recubierto con GeO, comprenden deposicion de vapor quimico potenciado
con plasma y deposicién de vapor quimico.
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2. Un kit de purificacién de acidos nucleicos de ac  uerdo con la invencion.

Un ejemplo no limitante de un kit de purificacion de acidos nucleicos de acuerdo con la invencién comprende al
menos los siguientes articulos:

Tampodn de union (500 pl): 5 M de guanidinioisotiocianato, 10 mM de TrisHCI, Triton al 20 %, pH 8,8
Opcionalmente, se puede afiadir NaCl y/o KCI en altas concentraciones

Tampon de lavado: vol de etanol al 50 %, 20 mM de NaCl, 10 mM de Tris-HCI, pH 7,5

Tampon bajo en sal (50 pl): 50 ul de tampdn TE (10 mM de Tris, 1 mM de EDTA, pH 7,0)

Particulas recubiertas con GeO, 3 mg

(opcional):

3. Purificacion de un acido nucleico ESRI con un mater ial matricial de acuerdo con la invencion, y poster ior
amplificacion

Se aislo ARN a partir de muestras cortadas de tejidos tumorales fijadas con formalinas y embebidas con parafina
("FFEP"). Los cortes FFEP se lisan y se tratan con proteinasa K durante 2 horas a 55 °C con agitacion. Después de
la adicién de un tampdn de unién (alto en sal + sales caotrépicas) y acidos nucleicos de particulas magnéticas
recubiertas con GEO; se unen a las particulas en un plazo de 15 minutos a temperatura ambiente. En un soporte
magnético, el sobrenadante es sacado y las perlas se lavan varias veces con tampén de lavado. Después de la
adicion del tampon de elucion (bajo en sal) y la incubacion durante 10 min a 70 °C, el sobrenadante se saca de un
soporte magnético sin tocar las perlas.

Después del tratamiento normal de ADNasa | durante 30 min a 37 °C y la inactivacion de la ADNasa I, la solucion se
utiliza para la reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR). RT-PCR se ejecuta como
analisis convencional cinético de reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR)
TagMan™ de una sola etapa en un sistema PCR ABI7900 (Applied Biosystems) para la evaluacién de la expresion
del ARNm.

Los datos brutos de la RT-PCR se normalizan a uno en un gen constitutivo de acuerdo con métodos convencionales.

Los experimentos muestran que la determinacion de ESR1 por RT-PCR produce sistematicamente mejores
resultados que el analisis por inmunohistoquimica (IHQ).
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REIVINDICACIONES

1. Material matricial adecuado para su uso en la purificacion y/o el aislamiento de acidos nucleicos a partir de una
muestra biolégica, matriz que comprende una superficie de 6xido de germanio, en donde dicho material es, al menos
en parte, un material matricial magnéticamente sensible y comprende un material magnético o paramagnético
seleccionado entre el grupo que consiste en éxido de hierro, y en donde dicho material se une de forma no covalente
a dicho 6xido de germanio.

2. Material matricial segun la reivindicacién 1, en donde dicho material matricial se proporciona en al menos una
forma seleccionada entre el grupo que consiste en

« recubrimiento de recipiente de reaccion
* particulas

* polvo

« fibras o

* membrana.

3. Material matricial segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dichas particulas tienen al menos
una caracteristica seleccionada entre el grupo de

« forma esférica o
« diametro comprendido entre 20,01 um y <100 pm.

4. Material matricial segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho material comprende, o
consiste en, al menos en parte, un material inorganico.

5. Material matricial segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho material matricial
magnéticamente sensible comprende un material magnético o paramagnético seleccionado entre el grupo que
consiste en:

* polimeros magnéticos u
* 0ro.

6. Un método para purificar y/o aislar acidos nucleicos a partir de una muestra bioloégica, método en el que se utiliza
un material matricial segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

7. El método segun la reivindicacion 6, en el que los acidos nucleicos a purificar y/o aislar se seleccionan entre el
grupo que consiste en

* ADN o
* ARN.

8. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 6-7, en el que la muestra biolégica es al menos una
seleccionada entre el grupo que consiste en

* muestras de tejido frescas

» muestras de tejido congeladas

» muestras de tejido fijjadas

» muestras forenses o paleontoldgicas,

« muestras obtenidas a partir de heces, material biolégico seco, momias, organismos taxidermizados
* muestras de alimentos o

* muestras de plantas.

9. El método seglin cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en el que los acidos nucleicos se purifican y/o se aislan
en presencia de un agente caotropico.

10. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 6-9, en el que la purificacion y/o el aislamiento comprenden
una etapa que consiste en concentrar un material matricial magnéticamente sensible por medio de un campo
magnético.

11. Kit de partes adecuado para su uso en un método segun cualquiera de las reivindicaciones 6-10, comprendiendo
dicho kit un agente caotrépico y un material matricial segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, comprendiendo
ademas preferentemente un tampén de unién y un tampén bajo en sal.

12. El kit o el método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que
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a) el agente caotrdpico es al menos uno seleccionado entre el grupo que consiste en

e urea

e tiourea

« cloruro de guanidinio

« clorhidrato de guanidinio

« tiocianatos, como tiocianato de guanidinio

« percloratos, como perclorato de litio o perclorato de sodio
« tricloroacetatos, como tricloroacetato de sodio

« yoduros, como yoduro de sodio o

« sales de bario; y/o

b) que comprende ademas al menos un agente seleccionado entre el grupo que consiste en

* enzima degradante
« detergente o
« alcohol y/o

¢) que comprende ademas un separador magnético.

13. El kit segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el kit es un kit de diagndstico molecular,
preferentemente un kit de diagndstico tumoral.

14. El kit segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho material matricial se proporciona en al
menos una forma seleccionada entre el grupo que consiste en recubrimiento de recipiente de reaccion, polvo, fibras
0 membrana, preferentemente, en el que el material matricial esta en forma de una columna de centrifugacion, un
sistema de purificacion de acidos nucleicos basado en particulas, un recubrimiento de recipiente de reaccién, un
material similar a la lana o una suspensién, preferentemente en donde las particulas son perlas, nano- o
microesferas.

15. Uso de un kit, un método o una matriz segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para al menos un fin
seleccionado entre el grupo que consiste en

« investigacion forense

« diagnéstico molecular

« procedimientos analiticos alimentarios o
« procedimientos analiticos vegetales.
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