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DESCRIPCION
Procedimiento y kit para el aislamiento secuencial de especies nucleotidicas de una muestra
Campo técnico

La presente invencion se refiere al campo de la genética molecular. Particularmente, la presente invencion se refiere
a una unica solucion y a procedimientos de uso de la misma para separar y purificar materiales biolégicos. Mas
particularmente, la presente invencion se refiere a una purificacién en serie de ADN y ARN a partir de la misma
muestra, en que se usan dos materiales siliceos con diferente selectividad de union a ADN y ARN para unirse al
ADN o ARN diana. La presente invencion proporciona ADN y ARN altamente purificados que pueden usarse
ampliamente, especialmente en investigacion médica y biolégica, atencién sanitaria e industrias farmacéuticas.

Antecedentes

Un procedimiento para separar y/o preparar sustancias diana altamente purificadas a partir de diferentes
biomateriales es dificil, debido a que los biomateriales naturales, tales como tejidos, células, sangre y bacterias, son
mezclas complejas. Sin embargo, el aislamiento y purificacion de sustancias diana a partir de tales biomateriales son
a menudo necesarios en diagndstico, investigacion biomédica y/u otras aplicaciones. Por ejemplo, en estado natural,
los acidos desoxirribonucleicos (ADN) y acidos ribonucleicos (ARN) estan a menudo mezclados con otras sustancias
tales como proteinas, lipidos y carbohidratos; aislar y purificar estas moléculas de ADN y ARN que contienen un gen
diana o un transcrito de gen diana, respectivamente, es a menudo necesario para investigar el gen.

Con los rapidos avances de la biologia molecular y otros campos relacionados, existe la necesidad de un nuevo
procedimiento para el aislamiento y purificacion consecutivos de ADN y ARN a partir de la misma muestra que sea
seguro, efectivo y adecuado para automatizacién e industrializacion. Se ha resefiado que ciertos materiales que
contienen silicio pueden absorber sustancias diana en presencia de agentes de unién o potenciadores de union. Las
sustancias diana pueden purificarse entonces eluyéndose del vehiculo de silicio después de eliminar las
impurezas.La pat. de EE.UU. n° 6.218.531 divulga un procedimiento para aislar ARN a partir de biomateriales
lisados con un vehiculo de union de silicio en presencia de reactivos caotrdpicos.

El mecanismo subyacente para estos procedimientos de aislamiento y purificacion de acido nucleico es que los
materiales que contienen silicio pueden unirse reversiblemente a ADN, ARN y moléculas hibridas de ADN y ARN en
presencia de reactivos de union. Algunos reactivos de union caotrépicos comunes incluyen Nal, urea, clorhidrato de
guanidina, NaClO4 y KBr. El alcohol, tal como etanol al 100 %, es también un reactivo de uniéon usado cominmente
para purificacion de acido nucleico (véanse los antecedentes de la sol. de pat. de n°0512676 Alyla pat. de EE.UU.
n° 5.783.686).

Los procedimientos de purificacion de acidos nucleicos usando matrices siliceas implican frecuentemente lavados
del soporte con acidos nucleicos unidos en soluciones que contienen alcohol para retirar impurezas.
Preferiblemente, un proceso sencillo y robusto para la purificacion de acido nucleico esta basado en matrices donde
pueden lavarse los acidos nucleicos con soluciones que no contienen alcohol. En la pat. de EE.UU. n°® 6.355.792, se
divulga un procedimiento para aislar y purificar acidos nucleicos que comprende un vehiculo sélido que expone
grupos hidroxilo, donde los acidos nucleicos se unen al material de vehiculo en una solucién que contiene agentes
caotrépicos en el intervalo de pH &cido y se eluyen en el intervalo de pH alcalino.

La unién de moléculas de ARN pequeiias, tales como miARN, sobre materiales siliceos puede potenciarse mediante
la adicion de acetona o acetonitrilo al tampdn de lisis (sol. de pat. de EE.UU. n°® 2009/0143570).

Se han ideado procedimientos para la purificacion secuencial de ADN y ARN a partir de la misma muestra. Por
ejemplo, el documento W0O2004/108925divulga un procedimiento basado en las diferentes afinidades de ARN y
ADN por una matriz silicea bajo diferentes concentraciones de etanol en el tampdén de unién.

La recuperacion de ARN de mezclas complejas con matrices de silicio puede afectarse adversamente a través de la
competicion por la unién del ADN presente en tales mezclas. Para aliviar estos problemas, se ha sabido usar una
matriz para la retirada selectiva de ADN antes de la uniéon de ARN para potenciar la union del segundo.

Deberia advertirse que, al usar materiales siliceos como materiales absorbentes reversibles para &cidos nucleicos, el

uso de alcoholes en tampones de lavado puede dar como resultado la contaminacion con alcohol del producto final
eluido. Tal contaminacién puede ser perjudicial para el desempefio del producto final en procesos posteriores.
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Por lo tanto, existe la necesidad de proporcionar un proceso nuevo y efectivo para la recuperacion de diferentes
especies de acido nucleico a partir de la misma muestra y donde puedan retirarse las impurezas lavando con
tampon acuoso sin alcoholes, y que el proceso sea susceptible de automatizacion.

Resumen

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un procedimiento de aislamiento secuencial de
diferentes especies de acido nucleico, tales como ADN o y ARN, a partir de una muestra bioldgica. El procedimiento
comprende las etapas de:

* en una primera etapa de unién, unién selectiva de una primera especie de acido nucleico a una primera fase sélida
poniendo en contacto la muestra biolégica con la primera fase sélida que se une selectivamente a la primera especie
de &cido nucleico;

« separacion de la primera fase sdlida con la primera especie de acido nucleico unida de la porcidon no unida de la
muestra biolégica;

* en una segunda etapa de unidn, unién selectiva de una segunda especie de acido nucleico a una segunda fase
sélida, diferente de la primera fase sélida, poniendo en contacto la porcidon no unida de la muestra bioldgica con la
segunda fase sdlida que se une a la primera y segunda especies de acido nucleico;

« digestién enziméatica de la primera especie de acido nucleico unida a la segunda fase sdlida; y

aislamiento de la segunda especie de acido nucleico de la segunda fase sélida.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona un kit que comprende un tampon combinado de lisis y
unién de acido nucleico, una primera fase sélida que se une selectivamente a ADN en el tamp6n de unién de acido
nucleico, una segunda fase solida que es diferente de la primera fase sélida y se une a ARN y ADN en el tamp6n de
uniéon de é&cido nucleico, un tampén de lavado para digestion de ADN y un tampdn de elucion. El kit puede
comprender también una sustancia para potenciar la unién de ARN a la segunda fase sélida.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 es un diagrama de flujo de un procedimiento de acuerdo con la presente invencion para aislamiento en
serie de ADN y ARN, donde: (S1) se homogeneiza y se lisa el material bioldgico; (S2) se incuba el lisado con
particulas magnéticas que se unen preferentemente a ADN en lugar de ARN; (S3) se separan las particulas
magnéticas con ADN unido del sobrenadante que contiene ARN; (S5) se lavan las perlas magnéticas para retirar
impurezas; (S6) se eluye el ADN unido; (S4) se incuban las particulas magnéticas que se unen a ARN con el lisado
resultante después de la recuperacion de ADN; (S7) se separan las particulas magnéticas con ARN unido del
sobrenadante; (S8) se lavan las particulas magnéticas con ARN unido para retirar impurezas y (S9) se eluye el ARN.
Tampon de lisis (LB): HCI de guanidina 7 M, Tris 50 mM pH 7, proteinasa K 0,95 mg/ml, 2 % de Tween 20; tampon
de lavado (WB): Tris-HCI 10 mM, pH 6,5; tampdn de elucion (EB): Tris-HCI 10 mM, pH 8,6, EDTA 1 mM).

La FIG. 2 presenta los datos para apoyar la recuperacion de ADN genémico de alta calidad a partir de muestras de
tejido congeladas usando particulas de silice magnéticas MagPrep HS. A. Se cuantificé la recuperacion de ADN de
lisados de 3 x 10 uM de bazo congelado embebido en OCT empleando diferentes perlas de silice mediante
espectrofotometria (barras blancas) y amplificacién por PCR instantanea de los elementos LINE1 (barras negras).
Media y DE de 3 experimentos diferentes. B. Longitud de fragmento del ADN extraido de cancer de mama, de colon,
bazo y amigdala usando particulas MagPrep HS. C. Amplificacion por PCR de exones de PRPS1 que codifican
proteina. Se amplificaron los 7 exones que codifican proteina de PRPS1 por PCR en ADN gendmico obtenido de
tejido de colon mediante extraccion con fenol-cloroformo (P), y en ADN gendmico obtenido a partir de colon usando
particulas MagPrep HS (M). D. Sefiales de secuenciacion capilar del exén 7 de PRPS1 en ADN gendmico obtenido
a partir de colon usando particulas MagPrep HS.

La FIG. 3 presenta los datos para apoyar la recuperacion de ARN total de alta calidad a partir de lisados de tejido
después de recuperacion de ADN. A. Rendimientos de ARN total después de la unién de ARN total de tejido de
amigdala congelado a perlas siliceas de diferentes tipos, seguido de lavado y elucion. Media y DE de 3
experimentos. B.Separacion electroforética de las muestras de ARN total extraido de cancer de mama, de colon,
médula 6sea y amigdala. C. Amplificacién por PCR acoplada a transcripcion inversa de ACTB en ARN purificado en
serie a partir de lisados de cancer de mama, de colon, sedimentos celulares de médula ésea congelados y
amigdala. NTC, control sin molde; -RT, sin transcriptasa inversa; +RT, control positivo.
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La FIG. 4 ilustra que el ADN extraido mediante el procedimiento descrito puede compararse con la integridad del
ADN extraido mediante extraccion estandar con fenol/cloroformo. También el procedimiento describe resultados de
elucion de ADN sin contaminacién con ARN. A.Dimensionamiento electroforético del ADNg de colon extraido
mediante el protocolo de fenol-cloroformo (PC) o extraido mediante el protocolo esquematizado en la Fig. 1 (MP); B.
Amplificacién sin RT PCR de ACTB usando ADN extraido de cancer de mama, de colon, bazo y amigdala, es decir,
sin contaminacion de ARN en el ADN extraido.

La FIG. 5 ilustra que el ADNg no contiene fragmentos cortos de entre 50 pb y 17 kpb (marcadores) como se ilustra
por el dimensionamiento de ADN en un Agilent Bioanalyzer. A.ADN de tejido de cancer de mama, B. ADN de tejido
de colon, C. ADN de tejido de bazo, D. ADN de tejido de amigdala.

La FIG. 6 apoya la reivindicacion de que la extraccion de ARN ,como se describe en el Ejemplo 2, no afecta a la
integridad de la muestra, como se muestra por la separacion electroforética en un gel de ARN de Agilent
Bioanalyzer. A. Entrada de ARN (RIN= 7,1), B.Eluido de ARN (RIN= 8,7).

La FIG. 7 presenta una grafica para apoyar la reivindicacién de que la recuperacién previa de ADN facilita la
recuperacion de ARN. Se ilustra la recuperacién de ARN porcentual por MagPrep Basic Silica solo mediante barras
blancas y se ilustra la recuperacion de ARN porcentual por perlas MagPrep Silica HS seguidas de MagPrep Basic
Silica mediante barras negras.

La FIG. 8 ilustra la aplicacion de la extraccion secuencial de ADN y ARN (como se describe) a muestras de tejido de
colon tumoral y normal de pacientes similares. A Rendimientos de ADN (barras negras) y ARN (barras blancas)
totales de 6 muestras de tejido de colon normal de pacientes similares. B. Rendimientos de ADN (barras negras) y
ARN (barras blancas) totales de 6 muestras de tejido de colon tumoral de pacientes similares.

Descripcion detallada de la invencién

Los procedimientos de la presente invencién pueden usarse para aislar consecutivamente ADN y ARN de una
cualquiera de una serie de diferentes fuentes, incluyendo material biolégico tal como células o tejido. La descripcion
del presente procedimiento a continuacion esta dirigida al aislamiento de ADN y ARN a partir de material biolégico,
ya que tal material es el mas dificil de todas las fuentes descritas anteriormente de las que aislar ADN y ARN intacto
funcional. Esta descripcién, sin embargo, no pretende limitar el alcance de la presente invencion al aislamiento de
ARN solo a partir de tales fuentes, ya que el presente procedimiento puede aplicarse a materiales obtenidos usando
procedimientos distintos de los descritos a continuacion.

La Fig. 1 es un diagrama de flujo que ilustra un procedimiento de aislamiento secuencial de diferentes especies de
acido nucleico, tales como ADN y ARN, a partir de una muestra biolégica de acuerdo con un aspecto de las
realizaciones. El procedimiento comprende las etapas de:

 en una primera etapa de unién, unién selectiva de una primera especie de acido nucleico a una primera fase sélida
poniendo en contacto la muestra bioldgica con la primera fase sélida que se une selectivamente a la primera especie
de &cido nucleico;

« separacion de la primera fase soélida con la primera especie de &cido nucleico unida de la porciéon no unida de la
muestra biol6gica;

* en una segunda etapa de union, union preferente de una segunda especie de acido nucleico a una segunda fase
sélida, diferente de la primera fase solida, poniendo en contacto la porciéon no unida de la muestra bioldgica con la
segunda fase solida que se une a la primera y segunda especies de &cido nucleico;

« digestion enzimatica de la primera especie de acido nucleico unida a la segunda fase sdlida; y

aislamiento de la segunda especie de acido nucleico de la segunda fase sélida.
En una realizacidn particular, el procedimiento comprende:

« etapa S1: lisis, homogeneizacion y digestion con proteasa del tejido en un tampon de lisis, generando asi un lisado;
« etapa S2: adicion de un primer soporte sélido al lisado, unién de la primera especie nucleotidica al primer soporte
sdlido, y etapa S3: recuperacion del primer soporte soélido con la primera especie nucleotidica unida al mismo;

« etapa S5: lavado del primer soporte solido con la primera especie nucleotidica unida al mismo;

« etapa S6: elucion de la primera especie de acido nucleico del primer soporte solido;

 etapa S4: adicion de un segundo soporte sélido al lisado, uniéon de la segunda especie nucleotidica al segundo
soporte sélido, y etapa S7: recuperaciéon del segundo soporte sélido con la segunda especie nucleotidica unida al
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mismo;
« etapa S8: lavado del segundo soporte sélido con la segunda especie nucleotidica unida al mismo; y
« etapa S9: elucidn de la segunda especie de acido nucleico del segundo soporte sdlido.

En una realizacion, el tampoén de lisis, el tampdén de lavado usado para lavar el primer y segundo soportes soélidos y
el tampdn de elucién usado para la elucién del primer y segundo soportes sélidos estan desprovistos de cualquier
alcohol. Por tanto, en una realizacion preferida, ninguno de los tampones de las realizaciones comprende etanol ni
ningun otro alcohol.

En una realizacion del procedimiento, la primera especie de acido nucleico es acido desoxirribonucleico (ADN) y la
segunda especie de acido nucleico es acido ribonucleico (ARN). En una realizacion adicional, el primer soporte
sélido se une preferente/selectivamente a ADN frente a ARN cuando se pone en contacto con una mezcla que
contiene ADN y ARN. En una realizacién adicional mas, el segundo soporte sélido tiene una afinidad mayor o igual
por ARN que por ADN cuando se pone en contacto con una mezcla que contiene ADN y ARN.

En otra realizacién de dicho procedimiento, la primera especie de acido nucleico es acido ribonucleico (ARN) y la
segunda especie de acido nucleico es acido desoxirribonucleico (ADN). En tal realizacion, el primer soporte sélido se
une preferentemente a ARN frente a ADN. En una realizacion adicional mas, el segundo soporte sélido tiene una
afinidad mayor o igual por ADN que por ARN.

El primer y/o segundo soporte solido puede estar compuesto por particulas magnéticas o superparamagnéticas. En
una realizacion, el primer y/o segundo soporte sélido esta compuesto por cristales de magnetita recubiertos con
SiOH en el intervalo de tamafio 100-200 nm, con >90 % de contenido de magnetita. En otra realizacion, el primer
soporte soélido esta constituido por perlas MagPrep Silica HS. En otra realizacion, el segundo soporte sdlido esta
constituido por perlas MagPrep Basic Silica. En una realizacion adicional, el primer soporte sélido est& constituido
por perlas MagPrep Silica HS y el segundo soporte sélido esta constituido por perlas MagPrep Basic Silica.

La muestra biolégica puede seleccionarse, por ejemplo, de entre tejido, células frescas o congeladas de cualquier
organismo, incluyendo un mamifero, tejidos embebidos en resina de proteccién de congelacion tal como el
compuesto OCT, sedimentos de células frescas o congeladas de sangre o médula dsea, plasma sanguineo o capa
leucocitica y secciones rehidratadas de tejido de mamifero fijado con formaldehido y embebido en parafina.

El procedimiento de la presente invencion usa sales caotropicas en la etapa de lisis para asegurar que el material
bioldgico se desestabiliza suficientemente para liberar el ADN y ARN contenidos en la muestra a la solucién de lisis,
y para inactivar las enzimas que es probable que degraden el ADN tales como ADNasas, 0 que degraden el ARN
tales como ARNasas. Tales agentes catrépicos, en asociacion con detergentes tales como Tween-20, sirven
también para desestabilizar las interacciones de proteinas con acidos nucleicos, liberando adicionalmente asi los
acidos nucleicos en solucidon. En asociacion con proteasas tales como proteinasa K, puede potenciarse
adicionalmente la liberacion de acidos nucleicos. El calentamiento suave y la molienda mecénica, tal como se
consigue agitando el lisado en presencia de una bola de acero, pueden potenciar adicionalmente la liberacion de
acidos nucleicos de tejidos. Las sales caotrépicas son potenciadores de la unién adecuados para incluir en la mezcla
de unién puesta en contacto con un material siliceo, formando un complejo de acido nucleico y matriz silicea en las
etapas de procesamiento adicionales de algunos de los aspectos de los procedimientos de la presente invencion.
Las sales caotropicas incluyen clorhidrato de guanidina, tiocianato de guanidina, yoduro de sodio, perclorato de
sodio y tricloroacetato de sodio. Se prefieren las sales de guanidinio, mas preferiblemente clorhidrato de guanidina o
tiocianato de guanidina, pero lo mas preferiblemente clorhidrato de guanidina.

Las realizaciones preferidas de los procedimientos de la presente invencion usan una matriz de silice para aislar en
primer lugar el ADN de un lisado producido de acuerdo con los procedimientos de pretratamiento de esta invencién.
La matriz de silice usada para aislar ADN en los procedimientos preferidos es preferiblemente una matriz de silice en
forma de una particula magnética. La matriz de silice mas preferida es una particula magnética que se une
selectivamente a ADN en lugar de a ARN, tal como perlas MagPrep Silica HS (Merck Estapor). Se describen
especificamente a continuacion solo la matriz de silice mas preferida y su uso en los procedimientos de la presente
invencion. Sin embargo, la presente invencion no esta limitada a la forma particular de matriz de silice discutida a
continuacion.

En la primera etapa de union S1 de la Fig. 1, puede lisarse una muestra hioldgica en HCI de guanidina 7 M, Tris 50
mM, pH 7, 2 % de Tween 20. La muestra biol6gica puede molerse en tampdn de lisis usando una bola de acero y
agitacion rotatoria a 55-65 °C durante 15-45 min. El lisado puede comprender también proteinasa K a una
concentracion final de 1 mg/ml y puede incubarse a 37-65 °C, tal como a 55-65 °C, durante 15-45 min para retirar la
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proteina. En una realizacion particular, pueden practicarse molienda e incubacién a 58 °C durante 35 min.

La unién de ADN en el presente procedimiento se logra poniendo en contacto el lisado con la matriz de silice
preferida a temperatura ambiente durante mas de 30 segundos en la etapa S2. En una realizacion preferida, el
tiempo de contacto esta en el intervalo de 1-15 min. Después de la union de ADN a la matriz de silice preferida, se
retiene la matriz por centrifugacion, filtracion, sedimentacion o aplicacién de un campo magnético en la etapa S3. Lo
mas preferiblemente, se retiene el complejo de matriz de silice y ADN por un campo magnético aplicado desde abajo
o desde el lado del recipiente que contiene la mezcla de lisado y matriz. En una realizacion preferida, estan
contenidas en los pocillos de una placa estandar, tal como una placa de 96 o 384 pocillos, varias mezclas
independientes de lisado y matriz, y el campo magnético se aplica aproximando una placa a postes o anillos
magnéticos que rodean los recipientes por medios manuales o automaticos.

Aungue el sobrenadante se transfiere a un recipiente novedoso para la captura posterior de ARN, el complejo de
matriz de silice y ADN se retiene en el primer recipiente para lavados en la etapa S5 y elucién en la etapa S6. Las
soluciones de lavado usadas en las etapas de lavado de los procedimientos de aislamiento de ADN de la presente
invencion se elaboran todas usando soluciones de lavado disefiadas para retirar material de la matriz de silice sin
retirar el ADN unido a la misma. Las soluciones de lavado usadas en el presente procedimiento comprenden
preferiblemente una sal y tampén a un pH ligeramente acido en el intervalo de 6-7. La sal esta preferiblemente en
forma de un tampén, y lo més preferiblemente en forma de un tampoén Tris, tal como Tris-HCI, a pH 6,5. En una
realizacion preferida, el complejo de matriz de silice y ADN se lava tres veces con una solucion de lavado mientras
se retiene en un campo magnético.

La solucion de elucion usada para eluir el ADN del complejo de matriz de silice en la etapa de elucion del presente
procedimiento es preferiblemente una solucion acuosa de baja fuerza idnica, mas preferiblemente un tampén de
baja fuerza ionica en el intervalo de pH béasico en el que el material de acido nucleico es estable y esta
sustancialmente intacto. Cualquier solucién acuosa con una fuerza i6nica menor o igual al tampé6n de TE (es decir,
Tris-HCI 10 mM, é&cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM, pH 8,0) es adecuada para uso en las etapas de
elucion de los presentes procedimientos, pero la solucién de elucién se tampona preferiblemente a un pH entre 8,0 y
10,0. Los tampones de PE a pH 8,6 0 9 son soluciones de elucion particularmente preferidas para uso en la presente
invencion. Otras soluciones de elucién adecuadas para uso en los procedimientos de esta invencion resultaran
facilmente evidentes para el especialista en esta materia. En una realizacion particular, la elucion puede practicarse
en Tris-HCI 10 mM, pH 8,6, EDTA 1 mM con mezclado hasta 20 veces y calentamiento a 55-65 °C, tal como a 58 °C,
durante 5-10 min, tal como 10 min.

El ADN eluido de las particulas magnéticas siliceas mediante el procedimiento de la presente invencion es
adecuado, sin aislamiento adicional, para analisis o procesamiento adicional mediante procedimientos bioldgicos
moleculares. El ADN eluido puede secuenciarse, analizarse directamente usando electroforesis en gel y usarse en
reacciones en cadena de polimerasa. Por tanto, los procedimientos de la invencién pueden aplicarse, como parte de
procedimientos basados en el andlisis de ADN, para, entre otras cosas, el diagnostico de enfermedades; la
identificacion de patégenos; el ensayo de contaminacion por patdégenos en alimentos, cosméticos, sangre o
productos sanguineos u otros productos; el ensayo forense, el ensayo de paternidad y la identificacion del sexo de
fetos o embriones.

En la etapa de unién a ARN de la presente invencion, es esencial que la cantidad de ADN se haya reducido en el
lisado, puesto que el ADN residual compite con el ARN por la unién a muchas matrices de silice. En la realizacion
mas preferida, se consigue la reduccién del contenido de ADN mediante la captura en una matriz de silice en forma
de una particula magnética como se describe anteriormente y la recuperacion del lisado restante. Se afiaden al
lisado restante matrices de silice en forma de particulas magnéticas con afinidad por ARN, dadas las condiciones en
el lisado, en una realizacion preferida en la etapa S4. En la realizacion mas preferida, se incuban con el lisado
particulas magnéticas siliceas que se unen a ARN con igual o mejor afinidad que a ADN en las condiciones del
lisado, tales como particulas MagPrep Silica Basic (Merck Estapor). La uniéon de ARN y ADN residual en el presente
procedimiento se logra poniendo en contacto el lisado con la matriz de silice preferida a temperatura ambiente
durante mas de 30 segundos. En una realizacion preferida, el tiempo de contacto esta en el intervalo de 1-15 min.
En la realizacion mas preferida, el tiempo de contacto es de 15 min. Se describen especificamente a continuacion
solo la matriz de silice mas preferida y su uso en los procedimientos de la presente invencion. Sin embargo, la
presente invencién no esta limitada a la forma particular de matriz de silice discutida a continuacién.

Después de la union de ARN a la matriz de silice preferida, se retiene la matriz por centrifugacion, filtracion,

sedimentacién o aplicacién de un campo magnético en la etapa S7. Lo mas preferiblemente, se retiene el complejo
de matriz de silice y ARN por un campo magnético aplicado desde abajo o desde el lado del recipiente que contiene
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la mezcla de lisado y matriz. En una realizacion preferida, estan contenidas en los pocillos de una placa estandar, tal
como una placa de 96 o 384 pocillos, varias mezclas independientes de lisado y matriz, y el campo magnético se
aplica aproximando una placa a postes o anillos magnéticos que rodean los recipientes por medios manuales o
automaticos.

Las soluciones de lavado usadas en las etapas de lavado de los procedimientos de aislamiento de ARN de la
presente invencién en la etapa S8 se elaboran todas usando soluciones de lavado disefiadas para retirar material de
la matriz de silice, incluyendo ADN, sin retirar el ARN unido a la misma. Las soluciones de lavado usadas en el
presente procedimiento comprenden preferiblemente una sal y tampon a un pH ligeramente &cido en el intervalo de
6-7. La sal esta preferiblemente en forma de un tampon, y lo mas preferiblemente en forma de un tampoén Tris, tal
como Tris-HCI, a pH 6,5. En una realizacion preferida, los complejos de matriz de silice y ARN se lavan tres veces
con una solucion de lavado mientras se retienem en un campo magnético. Para retirar el ADN residual, se realiza el
tratamiento con ADNasa, preferiblemente incubando la matriz de silice complejada con ARN con solucion de lavado
que contiene 1-2 U, tal como 1 U, de ADNasa | después de al menos una etapa de lavado. Después de lavar con la
solucién de lavado que contiene ADNasa, se lavan preferiblemente los complejos una vez con solucién de lavado sin
ADNasa para asegurar que el producto eluido no contiene ADNasa. En la realizacion mas preferida, se lavan los
complejos de matriz de silice y ARN una vez con Tris-HCI pH 6,5, entonces una vez con Tris-HCI pH 6,5 que
contiene 1-2 U, tal como 1 U, de ADNasa | y finalmente una vez con Tris-HCI pH 6,5.

La solucion de elucion usada para eluir el ARN del complejo de matriz de silice en la etapa de elucién S9 del
presente procedimiento es preferiblemente una soluciéon acuosa de baja fuerza ionica, mas preferiblemente agua o
un tampon de baja fuerza idnica en el intervalo de pH basico en el que el material de acido nucleico es estable y esta
sustancialmente intacto. Cualquier solucion acuosa con una fuerza i6nica menor o igual al tampon de TE (es decir,
Tris-HCI 10 mM, é&cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM, pH 8,0) es adecuada para uso en las etapas de
elucion de los presentes procedimientos, pero la solucién de elucién se tampona preferiblemente a un pH entre 8,0 y
10,0. Los tampones de PE a pH 8,6 0 9 son soluciones de elucion particularmente preferidas para uso en la presente
invenciéon. Otras soluciones de elucién adecuadas para uso en los procedimientos de esta invencion resultaran
facilmente evidentes para el especialista en esta materia. En una realizacion particular, se practica la elucién con
Tris-HCI 10 mM, pH 8,6, EDTA 1 mM.

El ARN eluido de las particulas magnéticas siliceas mediante el procedimiento de la presente invencion es
adecuado, sin aislamiento adicional, para analisis o procesamiento adicional mediante procedimientos bioldgicos
moleculares. El ARN eluido puede secuenciarse o analizarse directamente usando electroforesis en gel. El ARN
eluido puede usarse también para transcripcién inversa con una reaccién en cadena de la polimerasa-transcriptasa
inversa (RT-PCR). Por tanto, los procedimientos de la invencién pueden aplicarse, como parte de procedimientos
basados en el andlisis de ARN, para, entre otras cosas, el diagnostico de enfermedades; la identificacion de
patégenos; el ensayo de contaminacion por patdégenos en alimentos, cosméticos, sangre o productos sanguineos u
otros productos; el ensayo forense, el ensayo de paternidad y la identificacion del sexo de fetos o embriones.

El procedimiento ilustrado en la Fig. 1 muestra las etapas en orden secuencial. Sin embargo, la extraccion
secuencial de ADN y ARN puede practicarse al menos parcialmente en paralelo. Por ejemplo, las etapas S5y S6
pueden practicarse al menos parcialmente en paralelo con las etapas S8 y S9. Por tanto, el lavado de la primera
fase solida y la segunda fase sélida puede practicarse al menos parcialmente en paralelo y la elucion del ADN de la
primera fase sélida y la elucion del ARN de la segunda fase soélida pueden practicarse al menos parcialmente en
paralelo.

De acuerdo con otro aspecto de las realizaciones, se proporciona un kit que comprende un tampén combinado de
lisis y unién de acido nucleico, una primera fase sélida que se une selectivamente a ADN en el tampén de union de
acido nucleico, una segunda fase sélida que es diferente de la primera fase soélida y se une a ARN y ADN en el
tampon de unién de acido nucleico, un tampdén de lavado, un tampoén de lavado para digestién de ADN y un tampon
de elucién. El kit puede comprender también una sustancia para potenciar la uniéon de ARN a la segunda fase sélida.
El tampdn de lavado para la digestion de ADN es preferiblemente el tampdn de lavado descrito anteriormente
complementado con una ADNasa, preferiblemente ADNasa I.

La primera fase sélida, es decir, las perlas de unién a ADN, son preferiblemente perlas Magprep Silica HS que se
diluyen preferiblemente 1 a 3 en tampon de lisis a partir de una solucion madre de 50 mg/ml para obtener en total
833,3 mg de perlas a un volumen de 50 ml. Correspondientemente, la segunda fase sélida, es decir las perlas de
uniéon a ARN, son preferiblemente perlas Magprep Silica Basic que se diluyen preferiblemente 1 a 3 en tampo6n de
lisis de una solucién madre de 50 mg/ml, para obtener en total 833,3 mg de perlas a un volumen de 50 ml. El kit
comprende preferiblemente también tampon de lisis con proteinasa K, preferiblemente en forma de HCI de guanidina
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7 M, Tris 50 mM, 2 % de Tween (pH 7,0) y proteinasa K 20 mg/ml. El volumen total de tampon de lisis y proteinasa K
en el kit podria ser de 110 ml con 95/100 partes de tampén de lisis y 5/100 partes de proteinasa K. Cuando se
extraen ADN y ARN de una muestra, se afiaden 800 pl de tampdn de lisis y 40 pl de proteinasa K por muestra de
extraccién. El tampon de lavado, preferiblemente Tris-HCI 10 mM (pH 6,5), puede proporcionarse a un volumen de
265 ml y el tampdn de lavado con ADNasa podria proporcionarse a un volumen total de 75 ml y 98/100 partes de
tampon de lavado, 1/100 parte de ADNasa a 1 U/ul y 1/100 parte de tampén de ADNasa. El kit comprende
preferiblemente también un tampo6n de elucién tal como TrisHCI 10 mM, EDTA 1 mM (pH 8,6) a un volumen de 100
ml.

La presente invencién puede usarse también para purificar especies nucleotidicas a partir de 6rganos y sangre de
mamifero frescos y congelados. El aislamiento de especies nucleotidicas puede ser a partir de procariotas,
eucariotas y mitocondrias.

Con modificaciones menores en el pretratamiento, la invencion puede usarse para purificar especies nucleotidicas
de tejidos fijados con formaldehido y embebidos en parafina y tejidos de planta.

Con la adicion de acetona al tampén de lisis, podria potenciarse la recuperacion de especies de ARN de bajo peso
molecular.

Los siguientes ejemplos no limitantes ensefian diversas realizaciones de la invencion.
EJEMPLOS

Ejemplo 1. Se evalu6 en soportes siliceos magnéticos 0o superparamagnéticos su capacidad de unién y
liberacién de ADN de alta calidad de un lisado de tejido complejo.

Se homogeneizaron tres secciones de tejido congeladas embebidas en OCT de 10 um de grosor de mama, colon,
bazo y amigdala o sedimentos de leucocitos congelados (3x10° células) en 1 ml de tampén de lisis (HCI de
guanidina 7 M, Tris 50 mM, 4 U de proteinasa K (Roche), 2 % de Tween 20) por molienda con una bola de acero de
3 mm durante 15 min a 55 °C bajo agitacién rotativa a 800 rpm. Se afiadieron a 200 pl de lisado 0,5 mg de particulas
MagPrep Silica HS (Merck) para capturar ADN. Para el cribado de unién a ADN, se usaron 0,5 mg de cada perla
[MagPrep Silica HS (Merck), SiMg (Chemicell), Magnesil (Promega), MagsiDNA (Magnamedics), S1.0 y S1.0-COOH
(Mobitec) y Accubead (Bioneer)]. Se recuperaron las perlas usando un iman durante 1 min y se lavaron 3 veces
durante 1 min con 150 pl de tampodn de lavado (Tris-HCI 10 mM, pH 6,5). Se eluy6 el ADN de las perlas mediante la
adicion de 200 pl de tampdn de elucién (Tris-HCI 10 mM, pH 9, EDTA 1 mM), mezclado 20 veces y calentamiento a
65 °C durante 5 min. Se extrajo ADN de control de muestras similares a partir de tejido congelado embebido en OCT
mediante digestidon con proteinasa K durante una noche seguido de extraccion con fenol-cloroformo y precipitacién
con etanol.

Se llevé a cabo la cuantificacién del elemento repetido LINE1 humano usando deteccion con SYBR Green |
(Biochemika) y el cebador directo 5'-AAAGCCGCTCAACTACATGG-3' (SEQ ID NO. 1) y el cebador inverso 5'-
TGCTTTGAATGCGTCCCAGAG-3' (SEQ ID NO. 2) en un sistema de PCR instantanea 7900 HT Fast (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Los parametros de termociclado fueron 94 °C durante 1 min, seguido de 35
ciclos de 94 °C durante 10 segundos, 58 °C durante 15 segundos y 70 °C durante 15 segundos. Se muestran los
resultados del cribado de perlas en la Fig. 2A.

Se practico la valoracion de la longitud del fragmento de ADN mediante separacion electroforética en un gel de
agarosa al 0,4 % con una escala de ADN High Range (Fermentas) como patrén de tamafio (Fig. 2B). Se llevé a cabo
la amplificacion por PCR y secuenciacion de los exones 1 a 7 del gen PRPS1 usando 6 ng de ADNg como molde.
Se sintetizaron todos los cebadores por Sigma (Tabla 1). Se practicé la PCR en reacciones de 10 pl que contenian
10 x tampdn de PCR (NH4SO4 166 mM, Tris 670 mM, pH 8,8, MgCl, 67 mM, 2-mercaptoetanol 100 mM), dNTP 10
mM (Invitrogen), cebadores directo e inverso 10 uM, 6 % de DMSO, 0,5 U de PlatinumTaq (Invitrogen) y 6 ng de
ADN. Se llevaron a cabo las reacciones en un 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) usando un protocolo de
PCR por ensayos con inicio en caliente (96 °C durante 2 min; 3 ciclos de 96 °C durante 10 s, 64 °C durante 10 s, 70
°C durante 30 s; 3 ciclos de 96 °C durante 10 s, 61 °C durante 10 s, 70 °C durante 30 s; 3 ciclos de 96 °C durante 10
s, 58 °C durante 10 s, 70 °C durante 30 s; 41 ciclos de 96 °C durante 10 s, 57 °C durante 10 s, 70 °C durante 30 s; 1
ciclo de 70 °C durante 5 min).
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Tabla 1 Cebadores de PRPS1

Cebador Secuencia SEQ ID NO.
Exon 1 M13F 5'-gtaaaacgacggccagtcgcttggtatigagtctgtgg-3' 3
Exon 1 R 5'-gctagtcacagagctgcaccc-3' 4
Exén 2 M13F 5'-gtaaaacgacggccagtacctatggatatggagggctg-3' 5
Exén 2 R 5'-actccagaggagttggtgctt-3' 6
Exén 3 M13F 5'-gtaaaacgacggccagttgtctccttctatgaatttctggg-3' 7
Ex6n 3R 5'-cttctctgcagtcttcagcatc-3' 8
Exén 4 F 5'-tcccatcagtttgaatgttgc-3' 9
Exén 4 M13R 5'-gtaaaacgacggccagtcccatgtgctagctacttacatcc-3' 10
Exén 5 F 5'-cctgaccttgtgatccgce-3' 11
Exdén 5 M13R 5'-gtaaaacgacggccagttcagcaggctgaagacattc-3' 12
Exén 6 F 5'-tgttgtggaagcctaagcagg-3' 13
Ex6n 6 M13R 5'-gtaaaacgacggccagtgatgacaagactaaatccttcagacc-3' 14
Exén 7 M13F 5'-gtaaaacgacggccagtcatgacagggaaacagcacag-3' 15
Exén 7R 5'-cgggtcttctgctgaatttg-3' 16

Se muestra la separacién en gel de agarosa de productos de PCR en la Figura 2C.

Se purificaron los moldes por inmovilizacion reversible en fase sélida (SPRI) y se llevé a cabo la secuenciacién con
el cebador directo M13 (5-GTAAAACGACGGCCAGT-3', SEQ ID NO. 17) y el kit Big Dye Terminator (Applied
Biosystems) usando secuenciacion de Sanger convencional (Fig. 2D).

Ejemplo 2. Se evalu6 en soportes siliceos, magnéticos o superparamagnéticos su capacidad de unirse a 'y
liberar ARN de alta calidad de un lisado de tejido complejo.

Se homogeneizaron tres secciones de tejido congeladas embebidas en OCT de 10 um de grosor de mama, colon,
bazo y amigdala o sedimentos de leucocitos congelados (3><106 células) en 1 ml de tampoén de lisis (HCI de
guanidina 7 M, Tris 50 mM, pH 7, 4 U de proteinasa K (Roche), 2 % de Tween 20) por molienda con una bola de
acero de 3 mm durante 15 min a 55 °C bajo agitacion rotativa a 800 rpm. Se afiadieron a 200 pl de lisado 0,5 mg de
particulas MagPrep Silica HS (Merck) para capturar ADN. Se recuperaron las particulas usando un iman durante 1
min y se lavaron 3 veces durante 1 min con 150 pl de tampon de lavado (Tris-HCI 10 mM, pH 6,5). Se eluyo el ADN
de las perlas mediante la adicién de 200 pl de tampén de elucién (Tris-HCI 10 mM, pH 9, EDTA 1 mM), mezclado 20
veces y calentamiento a 65 °C durante 5 min. Para el cribado de unién a ARN, se afiadieron 0,5 mg de cada perla
[MagPrep Basic Silica (Merck), SiMag (Chemicell), Magnesil (Promega), MagsiDNA (Magnamedics), S1.0 y S1.0-
COOH (Mobitec) y Accubead (Bioneer)] al sobrenadante después de recuperacién de ADN, seguido de mezclado 5
veces e incubacién durante 15 min. Se recuperaron las perlas usando un iman y se lavaron con tampén de lavado
durante 1 min, tampdn de lavado con 2 U de ADNasa | (Fermentas) durante 15 min a 37 °C y tampén de lavado
durante 1 min. Se eluy6 el ARN total de las perlas MagPrep mediante la adicion de 100 pl de tampdn de elucion,
mezclado 20 veces e incubacion durante 5 min en hielo. Se ilustran los resultados del cribado de perlas en la Fig.
3A. Se determinaron la integridad y concentracién de ARN en un instrumento Bioanalyzer (Agilent) usando un kit
ARN 6000 Nano (Fig. 3B). Se transcribieron de forma inversa 5 ng de ARN a ADNc y se usaron para amplificar por
PCR ACTB. Se sintetiz6 el ADNc de acuerdo con las instrucciones del fabricante mediante transcripcion inversa
usando el sistema RT-PCR AccessQuick™ (Promega) y se usé en un protocolo de PCR por ensayos (como se
describe anteriormente) con los cebadores de ACTB directo e inverso 5'- CTGGGACGACATGGAGAAAA-3' (SEQ ID
NO. 18) y 5'-AAGGAAGGCTGGAAGAGTGC-3' (SEQ ID NO. 19) respectivamente. Se extrajo el ARN de control de
sangre usando el kit QlAamp ARN Blood Mini de Qiagen de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se
muestran los resultados en la Figura 3C.

Ejemplo 3.

Usando ADN extraido como se describe en el Ejemplo 2, el dimensionamiento por electroforesis como se
esquematiza en el Ejemplo 1 demostréo que los fragmentos de ADN recuperados después de purificacién de
MagPrep eran de hasta 48 kb de longitud, similar al ADN de tejidos extraidos con fenol-cloforomo (Fig. 4A).
Tampoco se observé contaminacion con ARN del ADN eluido en la amplificacion por PCR-transcripcion inversa de
ACTB usando ADN eluido como molde (Fig. 4B).
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Ejemplo 4.

Usando ADN extraido como se describe en el Ejemplo 2, el dimensionamiento por electroforesis en un Agilent
Bioanalyzer mostré que el ADN extraido consistia Unicamente en fragmentos largos (Fig. 5).

Ejemplo 5.

La integridad de una muestra de ARN total de control extraida usando particulas MagPrep Basic Silica como se
describe en el Ejemplo 2 no se afectaba por el procedimiento. La separacién electroforética de una muestra de ARN
de referencia antes y después de la extraccion con perlas Basic MagPrep Silica demuestra la retencion de la
integridad de la muestra de ARN como se ilustra en la Fig. 6A y 6B.

Ejemplo 6. La extraccién de ADN anterior facilita una mayor recuperacion de ARN en un intervalo de
relaciones de entrada de ADN:ARN.

Se extrajo ARN de mezclas conocidas de ADN y ARN (Tabla 2) por Basic Silica solo y por perlas de Silica HS
seguidas de Basic Silica como se describe en la Fig. 1. Se determiné la concentracién de ARN usando un kit ARN
Nano en Bioanalyzer (Agilent). La recuperacion porcentual es consistentemente mayor tras la retirada de ADN antes
de la extraccion de ARN. La recuperacion de ARN es también mayor con menor entrada de ARN.

Tabla 2. Condiciones experimentales para las extracciones de ARN1a5

Extraccion ARN de entrada (ug) ADN de entrada (ug)
1 2 8
2 2 4
3 2 2
4 4 2
5 8 2

Se muestran los resultados en la Figura 7. Barras blancas, MagPrep Basic Silica; Barras negras, MagPrep Silica HS
seguido de MagPrep Basic Silica.

Ejemplo 7. Extraccidon secuencial de ADN/ARN de muestras de colon normal y tumoral de pacientes
similares.

Se homogeneizaron tres secciones de tejido congeladas embebidas en OCT de 10 um de 12 muestras de colon
tumoral/normal de pacientes similares en 1 ml de tampén de lisis (HCI de guanidina 7 M, Tris 50 mM, pH 7, 4 U de
proteinasa K (Roche), 2 % de Tween 20) por molienda con una bola de acero de 3 mm durante 15 min a 55 °C bajo
agitacion rotativa a 800 rpm. Se afiadieron a 200 pl de lisado 0,5 mg de particulas MagPrep Silica HS (Merck) para
capturar ADN. Se recuperaron las perlas usando un iman durante 1 min y se lavaron 3 veces durante 1 min con 100
pl de tampén de lavado (Tris-HCI 10 mM, pH 6,5). Se eluyé el ADN de las perlas mediante adicion de 100 pl de
tampodn de elucion (Tris-HCI 10 mM, pH 9, EDTA 1 mM), mezclado 20 veces y calentamiento a 65 °C durante 5 min.
Se afiadieron al sobrenadante después de la recuperacion de ADN 0,5 mg de perlas MagPrep Basic Silica, seguido
de mezclado 5 veces e incubacion durante 15 min. Se recuperaron las perlas usando un iman durante 1 min y se
lavaron con 100 pl de tampén de lavado enfriado con hielo durante 1 min, tampén de lavado con 2 U de ADNAsa |
(Fermentas) durante 15 min a 37 °C y en tampén de lavado enfriado con hielo durante 1 min. Se eluy6 el ARN total
de las perlas MagPrep mediante la adicién de 50 pl de tamp6n de elucién, mezclado 20 veces e incubacion durante
5 min a 65 °C. Se midié espectrofotométricamente la concentracion de ADN extraido de los 6 tejidos normales en un
Nanodrop, mientras que se midi6 la concentracion de ARN usando un kit ARN Nano en Bioanalyzer (Agilent). Los
rendimientos se ilustran en la Fig. 8A. Barras blancas, ADN; barras negras, ARN. Se tomaron las mismas medidas
para las muestras tumorales y se ilustran los rendimientos obtenidos en la Fig. 8B. Barras blancas, ADN; barras
negras, ARN.

Ejemplo comparativo 1. Se afiadié un disolvente orgénico al tampén de lavado.
Se extrajo ADN usando el protocolo como se describe en el Ejemplo 2, pero usando etanol al 70 % v/v como tampdn
de lavado en paralelo con el tampdn de lavado descrito por la presente invencion. Se incluyé este ejemplo para

ilustrar que los disolventes organicos no son requeridos en la etapa de lavado. Los resultados se ilustran en la Tabla
3.
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Tabla 3. El efecto de un tampén de lavado diferente sobre la concentracion y pureza de ADN

Tampodn de lavado Conc. de ADN (ng/ul) relacion 260:280 | relacién 260:230
etanol al 70 % v/v 26,19 1,81 0,82
TrisHCI 10 mM, pH 6,5 35,49 1,63 0,92

Por tanto, la inclusién de un disolvente organico en forma de etanol al 70 % en el tampén de lavado reducia
realmente el rendimiento y no daba como resultado una mejora de la relacion 260:230 en comparacion con un
tampon de lavado de acuerdo con las realizaciones.

Ejemplo comparativo 2. Diferentes tampones de lisis/union.

Se extrajeron ADN y ARN de tejido de colon como se describe anteriormente en la presente memoria, pero
reemplazando con los siguientes tampones de lisis/union el tampoén de lisis como se describe en el Ejemplo 2. El
tampon de lisis de acuerdo con las presentes realizaciones estaba también incluido como control.

(i) Tampon de lisis TAAN: sulfato de amonio 0,3 M en 99,2 ml de Tris-acetato 0,2 mol/l, pH 4,0, 0,8 % de Nonidet
P40

(ii) tiocianato de guanidinio 3 M, citrato trisédico 20 mM

(iii) etanol al 41,1 % vlv, tiocianato de guanidinio 2 M, citrato trisédico 14,4 mM

(iv) isopropanol al 71,5 % vlv, tiocianato de guanidinio 1 M, citrato trisédico 7,2 mM

(v) metanol al 42,8 % vlv, tiocianato de guanidinio 2 M, citrato trisédico 14,4 mM

(vi) clorhidrato de guanidinio 6 M

(vii) etanol al 41,1 % v/v, clorhidrato de guanidinio 4,1 M.

Se valor6 la pureza e integridad de las biomoléculas extraidas espectrofotométricamente y por electroforesis. Los
resultados se esquematizan en la Tabla 4. Es evidente que la pureza e integridad de los &cidos nucleicos se
mantienen mejor cuando se usa el tampon de lisis de las presentes realizaciones.

Tabla 4. Efecto de diferentes tampones de lisis (LB)/tampones de union (BB) sobre la integridad del &cido

nucleico
LB/BB Conc. de | 260:280 | Degradacion Conc. de | Degradacion
ADN de ADN ARN de ARN
(ng/p) (ng/p)
LB de acuerdo con la | 51,73 1,65 No 5 No
presente invencién
Tampén TAAN 39,79 1,56 Si 0 N/A
GTC 3 M, citrato | 57,4 3,31 Si 4,4 Si
trisédico 20 mM
EtOH al 41,1 % vlv, | 33,8 3,64 Si 0,3 N/A
tiocianato de guanidinio
2 M, citrato trisdico
14,4 mM
isopropanol al 71,5 % | 45,8 2,52 Si 0,2 N/A

viv, GTC 1 M, citrato
trisédico 7,2 mM

MTOH al 42,8 % vlv, | 62,9 2,79 Si 3,8 Si
tiocianato de guanidinio
2 M, citrato trisédico

14,4 mM

GdnHCI6 M 33 1,7 Si 5,5 Algunos
EtOH al 41,1 % vl/v, | 37,1 1,65 Si 4.5 Algunos
GdnHCI 4,1 M

El tampdn LB de las realizaciones da por lo tanto como resultado un alto rendimiento, pero sin ninguna degradacion

30 del ADN y ARN recuperados. Los demas tampones ensayados daban como resultado menores rendimientos y/o

mostraban degradacion del ADN y/o ARN recuperados.

Las realizaciones descritas anteriormente han de entenderse como unos pocos ejemplos ilustrativos de la presente
invencion. Se entendera por los especialistas en la materia que pueden hacerse diversas modificaciones,
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combinaciones y cambios en las realizaciones sin apartarse del alcance de la presente invencion. En particular,
pueden combinarse diferentes soluciones parciales en las diferentes realizaciones en otras configuraciones, cuando
sea técnicamente posible. El alcance de la presente invencion se define, sin embargo, por las reivindicaciones

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

adjuntas.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> SJA\226BLOM, Tobias
MATHOT, Lucy

<120> Procedimiento y kit para el aislamiento secuencial de especies nucleotidicas de una muestra

<130> P902PC00
<150>SE1000701-1

<151> 29-06-2010

<150> SE

<151>22-11-2010

<160> 19

<170> BiSSAP 1.0

<210>1

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens"
<400> 1

aaagccgctc aactacatgg 20

<210>2

<211>21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1.21

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens”
<400> 2

tgctttgaat gcgtcccaga g 21

<210>3

<211> 38

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..38

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens"
<400> 3

gtaaaacgac ggccagtcgc ttggtattga gtctgtgg 38

<210>4

<211>21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1.21

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens"
<400> 4
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gctagtcaca gagctgcacc c 21

<210>5

<211> 38

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..38

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens"
<400> 5

gtaaaacgac ggccagtacc tatggatatg gagggctg 38

<210> 6

<211>21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..21

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens"
<400> 6

actccagagg agttggtgct t 21

<210>7

<211>41

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..41

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens"
<400> 7

gtaaaacgac ggccagttgt ctccttctat gaatttctgg g 41

<210>8

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..22

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens"
<400> 8

cttctctgca gtcttcagca tc 22

<210>9

<211>21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..21

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens"
<400>9

tcccatcagt ttgaatgttg c 21

<210>10

<211>41
<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..41

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens"
<400> 10

gtaaaacgac ggccagtccc atgtgctagc tacttacatc ¢ 41

<210>11

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..18

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens"
<400> 11

cctgaccttg tgatccge 18

<210>12

<211> 37

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..37

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens"
<400> 12

gtaaaacgac ggccagttca gcaggctgaa gacattc 37

<210>13

<211>21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..21

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens"
<400> 13

tgttgtggaa gcctaagcag g 21

<210> 14

<211> 43

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..43

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens"

<400> 14

gtaaaacgac ggccagtgat gacaagacta aatccttcag acc 43

<210> 15

<211> 38

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..38

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens"
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<400> 15
gtaaaacgac ggccagtcat gacagggaaa cagcacag 38

<210> 16

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens
<400> 16

cgggtcttct gctgaatttg 20

<210> 17

<211> 17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..17

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens
<400> 17

gtaaaacgac ggccagt 17

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens
<400> 18

ctgggacgac atggagaaaa 20

<210>19

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_type="ADN" /organism="Homo sapiens"
<400> 19

aaggaaggct ggaagagtgc 20

15
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de recuperacion en serie de dos especies de acido nucleico diferentes de una
muestra biol6gica, que comprende:

- en una primera etapa de unién, homogeneizacién y digestion enzimatica de la muestra biolégica en un tampén
combinado de lisis y unién a acido nucleico, generando asi un lisado que comprende una primera especie de acido
nucleico, antes de unir selectivamente la primera especie de acido nucleico a una primera fase sélida poniendo en
contacto la muestra biolégica con la primera fase solida que se une selectivamente a la primera especie de acido
nucleico en el tamp6n combinado de lisis y unién a acido nucleico;

- separacion de la primera fase solida con la primera especie de &acido nucleico unida de la porcién no unida de la
muestra biol6gica;

- en una segunda etapa de union, union de una segunda especie de acido nucleico a una segunda fase sélida,
diferente de la primera fase sélida, poniendo en contacto la porcién no unida de la muestra bioldgica con la segunda
fase soélida que se une a la primera y segunda especies de acido nucleico en el tampén combinado de lisis y union a
acido nucleico;

- digestién enzimatica de la primera especie de acido nucleico unida a la segunda fase sélida; y

- aislamiento de la segunda especie de acido nucleico de la segunda fase sélida.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la muestra biolégica se lisa en un tampén
combinado de lisis y unién a acido nucleico que comprende:

- una solucién de sal caotrépica, preferiblemente HCI de guanidina,

- 0 tampon débilmente &cido, y

- opcionalmente proteinasa K.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, donde el tamp6n combinado de lisis y unién a
acido nucleico esté desprovisto de alcoholes.

4. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la primera
especie de &cido nucleico es &cido desoxirribonucleico, ADN, y la segunda especie de acido nucleico es &cido
ribonucleico, ARN.

5. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde

- el primer soporte sélido se une preferentemente a ADN frente a ARN cuando se pone en contacto con una mezcla
gue contiene ADN y ARN, y

- el segundo soporte soélido se une a ARN mejor o igualmente bien que a ADN cuando se pone en contacto con una
mezcla que contiene ADN y ARN.

6. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el primer y/o
segundo soporte solido esta compuesto por cristales de magnetita recubiertos con SiOH con >90 % de contenido de
magnetita en el intervalo de tamafio 100-200 nm.

7. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la primera
especie de acido nucleico separado:

- se lava con un tampon ligeramente &cido; y

- se eluye del primer soporte sélido con un tampdn de elucién bésico, y el segundo acido nucleico separado:

- se lava con un tampén ligeramente acido que comprende opcionalmente ADNasa I; y

- se eluye del segundo soporte sélido con un tampén de elucion basico.

8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, donde el tampon de elucién bésico esta
desprovisto de alcoholes y el tampdn de lavado esta desprovisto de alcoholes.

9. Un kit para uso en un procedimiento para la recuperacion en serie de dos especies de acido nucleico
diferentes de una muestra biol6gica, que comprende:

- un tampén combinado de lisis y unién a 4cido nucleico,

- una primera fase sélida que se une selectivamente a una primera especie de acido nucleico en el tampo6n de unién
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a acido nucleico,
- una segunda fase soélida que es diferente de la primera fase solida y se une a la segunda especie de acido nucleico
y a la primera especie de acido nucleico en el tampo6n de unién a acido nucleico.

10. El kit de acuerdo con la reivindicacién 9, donde el tampén combinado de lisis y unién a acido nucleico
esta desprovisto de alcoholes.

11. El kit de acuerdo con la reivindicaciéon 9 o 10, donde el tamp6n combinado de lisis y unién a acido
nucleico es una solucién acuosa de HCI de guanidina 7 M, Tris 50 mM, pH 7, 2 % de Tween 20.

12. El kit de acuerdo con las reivindicaciones 9-11, que comprende ademas:

- un tampon de lavado, preferiblemente una solucién acuosa de Tris-HCI 10 mM, pH 6,5,

- un tampén de lavado para la digestiéon de la primera especie de acido nucleico, preferiblemente una solucion
acuosa de Tris-HCI 10 mM, pH 6,5y 1-2 U de ADNasa, preferiblemente 1 U de ADNasa l, y

- un tampon de elucion, preferiblemente una solucién de TrisHCI 10 mM, pH 8-10, preferiblemente pH 8,6, y EDTA 1
mM, donde el tampén de lavado, el tamp6n de lavado para digestion de la primera especie de acido nucleico y el
tampodn de elucion estan desprovistos de alcoholes.

13. El kit de acuerdo con las reivindicaciones 9-12, donde el primer y/o segundo soporte sélido esta
compuesto por cristales de magnetita recubiertos con SiOH con >90 % de contenido de magnetita en el intervalo de
tamafio 100-200 nm.

14. El kit de acuerdo con las reivindicaciones 9-13, donde el primer soporte sélido se une preferentemente

a ADN frente a ARN cuando se pone en contacto con una mezcla de ADN y ARN y el segundo soporte sélido se une
a ARN mejor o igualmente bien que a ADN cuando se pone en contacto con una mezcla que contiene ADN y ARN.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 4
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Fig. 6
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