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DESCRIPCION
Extraccion de acido nucleico de materiales bioldgicos heterogéneos
Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere al campo general del analisis de acido nucleico, particularmente a la obtencion y
analisis de acidos nucleicos de alta calidad a partir de una muestra de materiales bioldgicos heterogéneos.

Antecedentes

El conocimiento creciente de los cambios genéticos y epigenéticos que ocurren en las células cancerosas
proporciona una oportunidad para detectar, caracterizar y controlar tumores analizando secuencias y perfiles de
acido nucleico relacionados con tumores. Los biomarcadores relacionados con el cancer incluyen, por ejemplo,
mutaciones especificas en secuencias de genes (Cortez y Calin, 2009; Diehl et al., 2008; Network, 2008; Parsons et
al., 2008), regulacion hacia arriba y hacia abajo de la expresion de ARNm y ARNmi (Cortez y Calin, 2009; ltadani et
al., 2008; Novakova et al., 2009), variaciones de empalme de ARNm, cambios en los patrones de metilacion del ADN
(Cadieux et al., 2006; Kristensen y Hansen, 2009), amplificacion y eliminacion de regiones gendémicas (Cowell y Lo,
2009), y expresion aberrante de secuencias repetidas de ADN (Ting et al., 2011). Diversos ensayos de diagndstico
molecular como el andlisis mutacional, el estado de metilacion del ADN gendmico y el analisis de la expresion génica
pueden detectar estos biomarcadores y proporcionar informacién valiosa para médicos, médicos e investigadores.
Hasta ahora, estas pruebas utilizan células cancerosas derivadas de tejido tumoral extirpado quirdrgicamente o de
tejido obtenido mediante biopsia.

Sin embargo, la capacidad de realizar estas pruebas usando un fluido corporal es a menudo mas deseable que usar
una muestra de tejido del paciente. Un enfoque menos invasivo que utiliza una muestra de fluido corporal tiene
amplias implicaciones en términos de bienestar del paciente, la capacidad de realizar una monitorizacion longitudinal
de la enfermedad y la capacidad de obtener perfiles de expresion incluso cuando las células de los tejidos no son
facilmente accesibles, por ejemplo, en pacientes con cancer de ovario o cerebro.

La presente divulgacion esta dirigida a métodos y sistemas para extraer acido nucleico de alta calidad de una
muestra bioldgica, preferiblemente una muestra fluida, y las extracciones de acido nucleico resultantes. Los métodos
objeto, sistemas y extracciones en cuestion se pueden utilizar en apoyo del diagnéstico del paciente, prondsticos,
teranodsticos, monitorizacion, medicina predictiva, medicina personalizada, medicina integrada, farmacodiagnéstico y
diagndstico/asociacion de prescripcion (diagnostico complementario). EI documento W0O2011/009104A1 (RUSSO ET
AL), 20 de enero de 2011, analiza el andlisis de acido nucleico en humanos u otros animales objeto, en particular la
obtencion y analisis de acidos nucleicos de alta calidad a partir de una muestra bioldgica y, en particular, de
microvesiculas.

CHEN C. ET AL, “Microfluidic isolation and transcriptome analysis of serum microvesicles”, LAB ON A CHIP, vol. 10,
No. 4, 21 de febrero de 2010, paginas 505-511, discute un método de inmunoafinidad microfluidica para aislar
microvesiculas, y la extraccion de ARN de estas microvesiculas que proporciona una fuente de informacién sobre el
estado genético de los tumores para servir como biomarcadores para el diagndstico y el prondstico del cancer.

Resumen

En términos generales, la presente divulgacion se refiere a métodos para extraer acido nucleico de una muestra
biolégica utilizando principios de mejora de extraccion y exclusion de afinidad para reducir la heterogeneidad en una
muestra que contiene una coleccion heterogénea de materiales que contienen acido nucleico. Son posibles una
serie de variaciones, cada una de las cuales se describe a continuacion.

Como se describe aqui, los materiales que contienen acido nucleico se refieren a células, microvesiculas, complejos
de ARN-proteina y otras particulas que contienen acido nucleico que se encuentran naturalmente en muestras
bioldgicas. Los ejemplos de células que contienen acidos nucleicos de especial interés incluyen, entre otras, células
tumorales circulantes y otras células que han sufrido o estan experimentando una transformacion relacionada con la
enfermedad, u otras células que contienen evidencia genémica del estado fisico o la salud de un organismo. Los
ejemplos de microvesiculas incluyen, entre otros, exosomas, vesiculas de membrana, microvesiculas desprendibles,
microparticulas, nanovesiculas, cuerpos apoptéticos, nanoparticulas y vesiculas de membrana, y se denominaran
colectivamente en toda esta especificacion como “microvesiculas” a menos que se indique expresamente lo
contrario. Los materiales que contienen acido nucleico pueden originarse, por ejemplo, de una célula, érgano o tejido
particular del cuerpo, o fluido corporal. Por ejemplo, los materiales que contienen acido nucleico pueden detectarse o
aislarse de la orina. Alternativamente, un material que contiene acido nucleico puede originarse, por ejemplo, de un
tumor, crecimiento hiperplasico, nédulo, neoplasia, quiste o masa. Los materiales que contienen acido nucleico
transportan moléculas de superficie, como antigenos, biomarcadores, receptores, que pueden usarse para
identificar, detectar, aislar, enriquecer u ordenar materiales que contienen acido nucleico de un tipo de célula, tejido
u organo donante especifico del cuerpo o fluido corporal. Las especies individuales de materiales que contienen
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acido nucleico pueden purificarse conjuntamente durante los métodos de extracciéon, como se describe aqui. Por
ejemplo, las células tumorales circulantes pueden purificarse conjuntamente con microvesiculas.

Una “coleccion heterogénea de materiales que contienen acido nucleico”, como se usa en el presente documento,
es una mezcla de cualquiera de las especies anteriores de materiales que contienen acido nucleico, por ejemplo,
células, cualquier especie de microvesicula, complejos de ARN-proteina y cualquier otra especie de particulas que
contienen acido nucleico, o cualquier combinacion de las mismas. Por ejemplo, una coleccion heterogénea de
materiales que contienen acido nucleico de la presente invencion incluye células o microvesiculas, o0 ambas. En un
aspecto, una coleccion heterogénea de materiales que contienen acido nucleico de la presente invencién es células
tumorales circulantes y microvesiculas. En algunas realizaciones, la mezcla comprendera una o mas células ademas
de cualquiera o todas las otras especies de materiales que contienen acido nucleico.

En un primer aspecto de la invencién, se proporciona un método de acuerdo con la reivindicacion 1.

En el presente documento se divulga un método para extraer acido nucleico de una muestra bioldgica, que
comprende los pasos de: obtener una muestra bioldgica; realizar un paso de preprocesamiento de muestra en la
muestra bioldgica para obtener una fraccion que comprende una coleccion heterogénea de materiales que contienen
acido nucleico; realizar una operacién de mejora de extraccion; y extraer acido nucleico de los materiales
resultantes. No hay un orden especifico para el desempefio del paso de preprocesamiento de muestra y la
operacion de mejora de extraccion, y de hecho, los dos pueden realizarse simultaneamente. Preferiblemente, este
método dara como resultado una extraccién de acido nucleico que cumpla con uno o mas de los estandares de
calidad descritos a continuacion en términos de la relacion cuantitativa de 18S ARNr a 28S ARNr, o rendimiento de
acido nucleico. La coleccion heterogénea de materiales que contienen acido nucleico incluye, pero no se limita a,
una mezcla de materiales que contienen acido nucleico, que incluyen, pero no se limitan a, células o microvesiculas,
0 ambas.

También se divulga un método para extraer acido nucleico de una muestra biolégica, que comprende los pasos de:
obtener una muestra bioldgica; realizar un paso de preprocesamiento de muestra en la muestra bioldgica para
obtener una fraccidon que comprende una coleccion heterogénea de materiales que contienen acido nucleico; realizar
una operacion de exclusion por afinidad en la coleccidon heterogénea de materiales que contienen acido nucleico; y
extraer acido nucleico de los materiales resultantes. Preferiblemente, este método dard como resultado una
extraccion de acido nucleico que cumpla con uno o mas de los estandares de calidad descritos a continuaciéon en
términos de la relacion cuantitativa de 18S ARNr a 28S ARNr, o rendimiento de acido nucleico. La coleccion
heterogénea de materiales que contienen acido nucleico incluye, pero no se limita a, una mezcla de materiales que
contienen acido nucleico, que incluyen, pero no se limitan a, células o microvesiculas o ambas.

También se divulga un método para extraer acido nucleico de una muestra biolégica, que comprende los pasos de:
obtener una muestra bioldgica; realizar un paso de preprocesamiento de muestra en la muestra biolégica para
obtener una fraccidon que comprende una coleccion heterogénea de materiales que contienen acido nucleico; realizar
una operacion de mejora de extraccion; realizar una operacion de exclusion por afinidad en los materiales
resultantes; y extraccion de acido nucleico de los materiales restantes. No hay un orden especifico para el
desempefio del paso de preprocesamiento de muestra y la operacion de mejora de extraccion, y de hecho, los dos
pueden realizarse simultdneamente. La operacion de exclusion por afinidad se realiza en cualquier momento
después del paso de preprocesamiento. Preferiblemente, este método dara como resultado una extraccién de acido
nucleico que cumpla con uno o mas de los estandares de calidad descritos a continuacion en términos de la relaciéon
cuantitativa de 18S ARNr a 28S ARNIr, o rendimiento de acido nucleico. La coleccién heterogénea de materiales que
contienen acido nucleico incluye, pero no se limita a, una mezcla de materiales que contienen acido nucleico, que
incluyen, pero no se limitan a, células o microvesiculas, o ambas.

Se divulga una extraccion de acido nucleico de una coleccion heterogénea de materiales que contienen acido
nucleico obtenidos de una muestra bioldgica eucariota, en la que el ARNr 18S y el ARNr 28S son detectables en la
extraccion. Preferiblemente, la relacion cuantitativa de 18S ARNr a 28S ARNr detectable en las extracciones de
acido nucleico esta dentro del rango de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:2; y es preferiblemente
aproximadamente 1:2. Las extracciones de acido nucleico de esta naturaleza se pueden obtener usando cualquiera
de los métodos descritos anteriormente.

Se divulga una extraccion de acido nucleico de una coleccion heterogénea de materiales que contienen acido
nucleico obtenidos de una muestra de fluido corporal con una concentraciéon de proteina de menos de 10 mg/ml, tal
como orina, donde la extraccion de acido nucleico tiene un rendimiento de acido nucleico de 50 pg/ml a partir de 20
ml de muestra biolégica. Las extracciones de acido nucleico de esta naturaleza se pueden obtener usando
cualquiera de los métodos descritos anteriormente.

Se divulga una extraccion de acido nucleico de una coleccion heterogénea de materiales que contienen acido
nucleico obtenidos de una muestra de fluido corporal con una concentraciéon de proteina de mas de 10 mg/ml, tal
como suero o plasma, en donde la extraccion de acido nucleico tiene un rendimiento de acido nucleico mayor o igual
a 50 pg/ml a partir de 1 ml de muestra bioldgica. La coleccion heterogénea de materiales que contienen acido
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nucleico incluye, pero no se limita a, una mezcla de materiales que contienen acido nucleico, que incluyen, pero no
se limitan a, células o microvesiculas. Las extracciones de acido nucleico de esta naturaleza se obtienen utilizando
cualquiera de los métodos descritos anteriormente.

En otro aspecto mas de la divulgacion, los perfiles de acido nucleico se obtienen analizando las extracciones de
acido nucleico resultantes de cualquiera de los métodos anteriores.

Se divulga un kit para extraer acidos nucleicos de muestras bioldgicas o una coleccidon heterogénea que contiene
acido nucleico. Variaciones y ejemplos de los cuales se describen a continuacion. La coleccion heterogénea de
materiales que contienen acido nucleico incluye, pero no se limita a, una mezcla de materiales que contienen acido
nucleico, que incluyen, pero no se limitan a, células o microvesiculas, o ambas.

Las realizaciones anteriores incluyen un paso de preprocesamiento de muestra que incluye técnicas para separar
materiales que contienen acido nucleico de una muestra bioldgica. Por ejemplo, se pueden usar métodos de
centrifugacion, concentracion de filtracion y/o intercambio aniénico y/o cromatografia de permeacion en gel.

Las realizaciones anteriores incluyen un paso de operacion de mejora de extraccion para eliminar o mitigar factores
adversos que evitan la extraccion de acido nucleico de alta calidad de una muestra biologica. Los agentes
potenciadores de la extraccion incluyen: inhibidor de RNasa, proteasa, agente reductor, sustrato sefiuelo (por
ejemplo, ARN sintético), receptor soluble, ARN interferente pequefio, molécula de unién a ARN (por ejemplo,
Anticuerpo anti-ARN, proteina chaperona, proteina inhibidora de RNasa) o RNasa sustancia desnaturalizante (por
ejemplo, detergente en solucion de alta osmolaridad) o cualquier combinacién de los agentes anteriores.

Las realizaciones anteriores incluyen una operacion de exclusion por afinidad, como se describe a continuacion,
para reducir la heterogeneidad de la fraccion de materiales que contienen acido nucleico obtenida de la etapa de
preprocesamiento. Por ejemplo, la operacion de exclusion por afinidad puede eliminar materiales que contienen
acido nucleico que no son de interés. El agotamiento puede ser completo o parcial. Por ejemplo, en algunos casos,
un agotamiento del 50% de los materiales indeseables seria suficiente para lograr una extraccion de acido nucleico
de alta calidad.

Todas las realizaciones anteriores pueden incluir una operacion de enriquecimiento de afinidad, como se describe a
continuacion, en la que los métodos de seleccion de afinidad se usan para enriquecer materiales que contienen
acido nucleico de cierto tipo o que se originan a partir de una célula, tejido u 6rgano particular del cuerpo. Por
ejemplo, los materiales que contienen acido nucleico de células donantes especificas pueden ser detectados,
seleccionados o enriquecidos por las moléculas de superficie especificas que se sabe que estan presentes.

Se divulgan usos para cualquiera de los métodos de extraccion de acido nucleico divulgados aqui en cualquiera de
una variedad de métodos y técnicas conocidos para analizar acidos nucleicos en apoyo del diagnéstico del paciente,
prondsticos, terandsticos, monitorizacion, medicina predictiva, medicina personalizada, medicina integrada,
farmacodiagnéstico y asociacion de diagndstico/prescripcion (diagnéstico complementario). Por ejemplo, el acido
nucleico obtenido de la practica del método de extraccion se analiza para detectar la presencia o ausencia de una
aberracion genética asociada con una enfermedad o afeccion médica.

En cualquiera de los aspectos de la presente invencion, un acido nucleico es, por ejemplo, ADN o ARN. El ARN
puede ser, por ejemplo, ARN codificante, por ejemplo, ARN mensajero que puede codificar proteinas, o ARN no
codificante (ARNnNc), por ejemplo, ARN ribosdmico, ARN de transferencia, microARN y otras transcripciones no
codificantes que pueden originarse a partir de ADN gendmico. Las transcripciones de ARN no codificantes pueden
incluir, pero no se limitan a, transcripciones que se transcriben de repeticiones de satélite y transposones, que
pueden ser transposones de ADN o retrotransposones. El ADN puede ser, por ejemplo, ADN de cadena sencilla, por
ejemplo, ADNc que se transcribe inversamente a partir de ARN o se genera a partir de la replicacion de ADN; ADN
de cadena doble; ADN gendmico; ADN no codificante (ADNnNc), por ejemplo, repeticiones de satélite, transposones o
retrotransposones; o cualquier fragmento o combinacién de los mismos.

En cualquiera de los aspectos de la presente invencion, la muestra biolégica puede ser cualquier muestra de un
organismo, por ejemplo, un mamifero y, en particular, un ser humano. Preferiblemente, la muestra biologica es un
fluido corporal tal como orina, sangre, suero o plasma, y también puede incluir esputo, liquido cefalorraquideo,
liquido pleural, aspirados de pezdn, liquido linfatico, liquido de las vias respiratorias, intestinales y genitourinarias,
liquido lagrimal, saliva, leche materna, liquido del sistema linfatico, semen, liquido cefalorraquideo, liquido del
sistema intraorganico, liquido ascitico, liquido de quistes tumorales, liquido amnidtico y combinaciones de los
mismos.

En cualquiera de los aspectos de la presente invencion, la muestra biolégica se obtiene de un sujeto. Los ejemplos
de sujetos incluyen, pero no se limitan a, todos los animales que se muestra o se espera que tengan materiales que
contienen acido nucleico. En realizaciones particulares, el sujeto es un mamifero, un primate humano o no humano,
un perro, un gato, un caballo, una vaca, otros animales de granja o un roedor (por ejemplo, ratén, rata, conejillo de
indias, etc.).
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Las realizaciones preferidas de la invenciéon en cualquiera de sus diversos aspectos son como se describe a
continuaciéon o como se define en las reivindicaciones subordinadas.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un diagrama de flujo que representa un método de extraccion de acido nucleico de una muestra
bioldgica.

La figura 2 es un diagrama de flujo que representa un segundo método de extracciéon de acido nucleico de una
muestra bioldgica.

La figura 3 es un diagrama de flujo que representa un tercer método de extraccion de acido nucleico de una muestra
bioldgica.

Descripcion detallada
Materiales que contienen acido nucleico y colecciones heterogéneas de los mismos

Los materiales biolégicos que contienen acido nucleico se usan a menudo como materiales de partida para la
extraccion y analisis de acido nucleico. Las células son un ejemplo de un material biolégico que contiene acido
nucleico. Los ejemplos de células que contienen acidos nucleicos de especial interés incluyen, entre otras, células
tumorales circulantes y otras células que han sufrido o estan experimentando una transformacion relacionada con la
enfermedad, u otras células que contienen evidencia gendmica del estado fisico o la salud de un organismo.
Ademas, los acidos nucleicos se pueden encontrar en materiales mas pequefios que varian en tamafio desde
aproximadamente 10 nm de diametro hasta aproximadamente 10000 nm de diametro. Por ejemplo, los “exosomas”
tienen diametros de aproximadamente 30 a 200 nm, con desprendimiento de microvesiculas y cuerpos apoptéticos a
menudo descritos como mas grandes (Orozco y Lewis, 2010). Los exosomas, las microvesiculas desprendibles, las
microparticulas, las nanovesiculas, los cuerpos apoptéticos, las nanoparticulas y las vesiculas de membrana se
aislan conjuntamente mediante diversas técnicas y, por lo tanto, se denominaran colectivamente en toda esta
especificacion como “microvesiculas” a menos que se indique expresamente lo contrario. Otros materiales que
contienen acido nucleico, como los complejos de ARN-proteina, pueden aislarse conjuntamente con células y
microvesiculas utilizando los diversos métodos y técnicas descritos en este documento. De acuerdo con lo anterior,
el término genérico “materiales que contienen acido nucleico” se usara en el presente documento para referirse a
células, microvesiculas, complejos de ARN-proteina y oftras particulas que contienen acido nucleico que se
encuentran naturalmente en muestras bioldgicas.

Una “coleccion heterogénea de materiales que contienen acido nucleico”, como se usa en el presente documento,
es una mezcla de cualquiera de las especies anteriores de materiales que contienen acido nucleico, por ejemplo,
células, cualquier especie de microvesicula, complejos de ARN-proteina y cualquier otra especie de particulas que
contienen acido nucleico. Preferiblemente, la mezcla comprendera una o mas células ademas de cualquiera o todas
las otras especies de materiales que contienen acido nucleico.

Los materiales que contienen acido nucleico pueden originarse a partir de células, tejidos u érganos particulares del
cuerpo o fluidos corporales. En particular, los materiales que contienen acido nucleico pueden aislarse de orina,
plasma o suero. En algunas realizaciones, los materiales que contienen acido nucleico pueden originarse a partir de
un tumor, crecimiento hiperplasico, nédulo, neoplasia, quiste 0 masa. Los materiales que contienen acido nucleico a
menudo transportan moléculas de superficie como antigenos, biomarcadores o receptores de sus células donantes.
Estas moléculas de superficie pueden usarse para detectar, identificar, aislar, clasificar y/o enriquecer materiales que
contienen acido nucleico de un tipo especifico de célula donante (Al-Nedawi et al., 2008; Taylor y Gercel-Taylor,
2008). De esta manera, los materiales que contienen acido nucleico que se originan de distintas poblaciones
celulares pueden analizarse para determinar su contenido de acido nucleico. Por ejemplo, los materiales que
contienen acido nucleico tumoral (maligno y no maligno) portan antigeno de superficie asociado a tumor y pueden
detectarse, aislarse o enriquecerse mediante estos antigenos de superficie especificos de tumor asociados.

Métodos de extraccion de acido nucleico

En un primer ejemplo, se divulga un método para extraer acido nucleico de una muestra bioldgica, que comprende
los pasos de: obtener una muestra bioldgica; realizar un paso de preprocesamiento de muestra en la muestra
biolégica para obtener una fraccién que comprende una coleccion heterogénea de materiales que contienen acido
nucleico (preferiblemente dicha coleccion heterogénea comprende células ademas de otros materiales que
contienen acido nucleico); realizar una operacion de mejora de extraccion; y extraer acido nucleico de los materiales
resultantes. No hay un orden especifico para el desempefio del paso de preprocesamiento de muestra y la
operacion de mejora de extraccion, y, de hecho, los dos pueden realizarse simultdneamente. Preferiblemente, este
método dara como resultado una extraccién de acido nucleico que cumpla con uno o mas de los estandares de
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calidad descritos a continuacion en términos de la relacion cuantitativa de 18S ARNr a 28S ARNr, o rendimiento de
acido nucleico.

Una variacion de este primer ejemplo se muestra en la figura 1, en el que el método comprende los pasos de
obtener una muestra (100) bioldgica, preprocesar la muestra para obtener una fraccién que comprende una
coleccion heterogénea de materiales (110) que contienen acido nucleico, realizar una operacion de mejora de
extraccion en la fraccion (120 ), y extraccion de acido nucleico de la fraccion (130).

En variaciones de este primer ejemplo, la operacidon de mejora de extraccion se realiza antes del preprocesamiento
de la muestra, o las operaciones de mejora de preprocesamiento y extraccion se realizan simultaneamente.

En variaciones adicionales, puede haber un paso adicional de eliminar acidos nucleicos que no se encuentran dentro
de las células o microvesiculas que pueden ser parte de la coleccion heterogénea de materiales que contienen acido
nucleico. Los métodos para eliminar acidos nucleicos son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede
realizar un paso de digestion enzimatica en cualquier punto del proceso, por ejemplo, antes del preprocesamiento de
la muestra, antes de la realizacién de la operacion de extraccion de mejora, o antes de la extraccion de acido
nucleico. Dichas enzimas pueden ser un tipo de ribonucleasa que cataliza la digestién enzimatica de los acidos
ribonucleicos o un tipo de desoxirribonucleasa que cataliza la digestion enzimatica de los acidos
desoxirribonucleicos.

La muestra bioldgica puede ser cualquier muestra de un organismo, por ejemplo, un mamifero y, en particular, un
ser humano. Preferiblemente, la muestra bioldgica es un fluido corporal tal como orina, sangre, suero o plasma, y
también puede incluir esputo, liquido cefalorraquideo, liquido pleural, aspirados de pezdn, liquido linfatico, liquido de
las vias respiratorias, intestinales y genitourinarias, liquido lagrimal , saliva, leche materna, liquido del sistema
linfatico, semen, liquido cefalorraquideo, liquido del sistema intraorganico, liquido ascitico, liquido de quistes
tumorales, liquido amnidtico y combinaciones de los mismos.

Una muestra bioldgica a veces puede provenir de un sujeto. El término “sujeto” pretende incluir todos los animales
que se muestra o se espera que tengan materiales que contienen acido nucleico. En realizaciones particulares, el
sujeto es un mamifero, un primate humano o no humano, un perro, un gato, un caballo, una vaca, otros animales de

granja o un roedor (por ejemplo, ratén, rata, conejillo de indias, etc.). Los términos “sujeto”, “individuo” y “paciente” se
usan indistintamente en el presente documento y tienen el mismo significado.

La etapa de preprocesamiento de la muestra proporciona ciertas ventajas que no estan presentes en los métodos de
extraccion de acido nucleico de la técnica anterior que no emplean un paso de preprocesamiento para obtener de la
muestra una fraccion que comprende una coleccion heterogénea de materiales que contienen acido nucleico. Por
ejemplo, los métodos de la presente descripcion, que emplean como todos ellos, un paso de preprocesamiento, (1)
tienden a producir rendimientos significativamente mas altos de acido nucleico extraido con mayor integridad; (2)
proporcionan ventajas asociadas con la escalabilidad, por ejemplo, cuando se usa en apoyo de un ensayo para
detectar acidos nucleicos expresados en un sujeto a niveles bajos, la sensibilidad del ensayo se puede aumentar
aislando, en la etapa de preprocesamiento, mas materiales que contienen acido nucleico de un volumen mayor de
fluido de muestra; (3) los acidos nucleicos mas puros en esa proteina y lipidos, restos de células muertas y otros
contaminantes potenciales e inhibidores de PCR pueden excluirse de los materiales que contienen acido nucleico
aislados en la etapa de preprocesamiento; y (4) mas opciones en herramientas y técnicas de extraccion de acido
nucleico, ya que la fraccion que comprende materiales que contienen acido nucleico que resulta de la etapa de
preprocesamiento es tipicamente de un volumen mucho menor que el volumen de muestra inicial, lo que hace
posible extraer acidos nucleicos de la fraccion utilizando herramientas y técnicas de pequefio volumen, como filtros
de columna de pequefio volumen.

La etapa de preprocesamiento de la muestra puede ser cualquiera de varias técnicas conocidas para separar
materiales que contienen acido nucleico de una muestra bioldgica. Por ejemplo, un método de aislamiento de células
tumorales circulantes se describe en un articulo de Stott et al. (Stott et al., 2010), un método de centrifugacion
diferencial se describe en un articulo de Raposo et al. (Raposo et al., 1996), un articulo de Skog et. al. (Skog et al.,
2008) y un articulo de Nilsson et al. (Nilsson et al., 2009). Los métodos de intercambio aniénico y/o cromatografia de
permeacion en gel se describen en las Patentes de los Estados Unidos Nums. 6,899,863 y 6,812,023. Los métodos
de gradientes de densidad de sacarosa o electroforesis de organulos se describen en la Patente de Estados Unidos
No. 7.198.923. Taylor y Gercel-Taylor (Taylor y Gercel-Taylor, 2008) describen un método de clasificacion de células
activadas magnéticamente (MACS). Los métodos de concentracion de filtracion se describen en un articulo de
Cheruvanky ct al. (Cheruvanky et al., 2007) y en la publicacién PCT No. WO2011/009104 (Russo et al.). Ademas, las
microvesiculas pueden identificarse y aislarse del fluido corporal de un sujeto mediante una tecnologia de microchips
recientemente desarrollada que utiliza una plataforma microfluidica Unica para separar de manera eficiente y
selectiva las microvesiculas derivadas de tumores (Chen et al., 2010).

El propésito del paso de mejora de extraccion es eliminar o mitigar factores adversos que evitan la extraccion de

acido nucleico de alta calidad de una muestra bioldgica. En algunas muestras bioldgicas, factores como el ADN
circulante excesivo pueden afectar la calidad de la extraccion de acido nucleico de dichas muestras y contaminar el
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ADN extraido de los materiales que contienen acido nucleico. En otras muestras, factores tales como niveles
excesivos de RNasa endogena pueden afectar la calidad de la extraccion de acido nucleico de dichas muestras. Se
pueden usar muchos agentes y métodos para eliminar estos factores adversos. Estos métodos y agentes se
denominan colectivamente en el presente documento como una “operacion de mejora de extraccion”.

En algunos casos, la operacion de mejora de extraccion puede implicar la adicion de agentes de mejora de
extraccion de acido nucleico a la muestra biolégica o diversos derivados de la muestra en cualquier etapa dada del
proceso. Con el fin de eliminar factores adversos como la RNasa enddgena, los agentes potenciadores de la
extraccion pueden incluir, entre otros, un inhibidor de la RNasa disponible en el mercado, como Superase-in
(Ambion Inc.), RNaselN (Promega Corp.) u otros agentes que funcionan de manera similar; una proteasa; un agente
reductor; un sustrato sefiuelo tal como un ARN sintético; un receptor soluble que puede unirse a RNasa; un ARN de
interferencia pequefia (ARNip); una molécula de unién a ARN, tal como un anticuerpo anti-ARN, o una proteina
chaperona; una sustancia desnaturalizante de RNasa, tal como una solucion de alta osmolaridad, un detergente o
una combinacioén de los mismos. Estos agentes potenciadores pueden ejercer sus funciones de varias maneras, por
ejemplo, pero sin limitarse a ellos, mediante la inhibicion de la actividad de RNasa (por ejemplo, inhibidores de
RNasa), a través de una degradacion ubicua de proteinas (por ejemplo, proteasas), o mediante una proteina
chaperona (por ejemplo, una proteina de unién a ARN) que se une y protege al ARN. En todos los casos, dichos
agentes de mejora de extraccion eliminan o mitigan algunos o todos los factores adversos en la muestra biolégica
que de otro modo evitarian o interferirian con la extracciéon de alta calidad de acidos nucleicos de la muestra.

En otros casos, la operacion de mejora de extraccion puede implicar el desempefio de uno o mas pasos de proceso.
Tales procesos incluyen un lavado extenso o sustancialmente completo de componentes que contienen acido
nucleico de la fraccion o muestra; separacion por tamafio de RNasas de la muestra biolégica; desnaturalizacion de
proteinas en la muestra biolégica mediante diversas técnicas que incluyen, entre otras, generar una condicion de pH
particular, una condicién de temperatura (por ejemplo, el mantenimiento de una temperatura decreciente o mas
baja), ciclos de congelacién/descongelacion y combinaciones de los mismos.

Por lo tanto, la operacién de mejora de extraccién comprende: (a) la adicion de uno o mas agentes de mejora a la
muestra bioldgica; o (b) el desempefio de uno o mas pasos de mejora antes de la extraccion de acido nucleico; o (c)
una combinacion de agentes de mejora y etapas de mejora. Los agentes potenciadores pueden incluir: (i) inhibidor
de RNasa; (ii) proteasa; (iii) agente reductor; (iv) sustrato sefiuelo, tal como ARN sintético; (v) receptor soluble; (vi)
ARN interferente pequefio; (vii) molécula de union a ARN, tal como anticuerpo anti-ARN, proteina chaperona o una
proteina inhibidora de RNasa; y (ix) sustancia desnaturalizante de RNasa, tal como una solucidon o detergente de
alta osmolaridad. Los pasos de mejora de extraccion pueden incluir: (x) lavado; (xi) RNasa de separacion de tamafio
de la muestra; (xii) efectuar la desnaturalizacion de RNasa a través de un cambio fisico, tal como disminuyendo la
temperatura o ejecutando un ciclo de congelaciéon/descongelacion.

En variaciones en las que la operacion de mejora de la extraccién implica la adicion de un inhibidor de RNasa, el
inhibidor de RNasa se puede agregar a la muestra biolégica o a la fracciébn que comprende una coleccion
heterogénea de materiales que contienen acido nucleico antes de extraer el acido nucleico. Preferiblemente, el
inhibidor de RNasa tiene una concentracion de mas de 0.027 UA (1X) para una muestra igual o superior a 1 pl;
alternativamente, mayor o igual a 0.135 AU (5X) para una muestra igual o mayor a 1 pl; alternativamente, mayor o
igual a 0.27 AU (10X) para una muestra igual o mayor a 1 pl; alternativamente, mayor o igual a 0.675 AU (25X) para
una muestra igual o mayor a 1 pl; y, alternativamente, mayor o igual a 1.35 AU (50X) para una muestra igual o
mayor a la que la concentracion de proteasa Ix se refiere a una condicién enzimatica en la que se usa 0.027 AU o
mas proteasa para tratar microvesiculas aisladas de 1 pl o mas fluido corporal; la concentracion de proteasa 5X se
refiere a una condicién enzimatica en la que se usan 0.135 UA o mas proteasa para tratar microvesiculas aisladas
de 1 ul o mas fluido corporal; la concentracion de proteasa 10X se refiere a una afeccion enzimatica en la que se
usan 0.27 UA o mas de proteasa para tratar microvesiculas aisladas de 1 ul o mas fluido corporal; la concentracion
de proteasa 25X se refiere a una afeccién enzimatica en la que se usan 0.675 UA o mas proteasa para tratar
microvesiculas aisladas de 1 pl o mas fluido corporal; la concentracién de proteasa 50X se refiere a una condicion
enzimatica en la que se usa 1.35 UA o mas proteasa para tratar microvesiculas aisladas de o mas fluido corporal.
Preferiblemente, el inhibidor de RNasa es una proteasa.

La etapa de extraccion de acido nucleico puede realizarse usando procedimientos que son bien conocidos en la
técnica. Las personas expertas seleccionaran un procedimiento de extraccion particular segun sea apropiado para la
muestra bioldgica particular. Se proporcionan ejemplos de procedimientos de extraccion en las publicaciones de
patentes W0O/2009/100029 y WO/2011/009104. En algunos casos, con algunas técnicas, también puede ser posible
analizar el acido nucleico sin extraerlo primero de los materiales que contienen acido nucleico.

En un segundo ejemplo, se divulga un método para extraer acido nucleico de una muestra bioldgica, que comprende
los pasos de: obtener una muestra bioldgica; realizar un paso de preprocesamiento de muestra en la muestra
biolégica para obtener una fraccién que comprende una coleccion heterogénea de materiales que contienen acido
nucleico; realizar una operacion de exclusion por afinidad en la coleccion heterogénea de materiales que contienen
acido nucleico; y extraer acido nucleico de los materiales resultantes. La muestra biolégica, el paso de
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preprocesamiento y el paso de extraccion de acido nucleico son todos los descritos anteriormente en relacion con el
primer ejemplo. Preferiblemente, este método dara como resultado una extraccion de acido nucleico que cumpla con
uno o mas de los estandares de calidad descritos a continuacion en términos de la relacion cuantitativa de 18S ARNr
a 28S ARNIr, o rendimiento de acido nucleico.

Una variacion de este segundo ejemplo se muestra en la figura 2, en el que el método comprende los pasos de
obtener una muestra (200) bioldgica, preprocesar la muestra para obtener una fraccién que comprende una
coleccion heterogénea de materiales que contienen acido nucleico (210), realizar una operacion (220) de exclusion
por afinidad, y extraccién de acidos nucleicos de la fraccion (230) de afinidad reducida.

La operacién de exclusion por afinidad es un medio novedoso para reducir la heterogeneidad de la fraccion de
materiales que contienen acido nucleico obtenidos de la etapa de preprocesamiento. En lugar de utilizar técnicas de
seleccidon por afinidad para enriquecer materiales de interés que contienen acido nucleico, en la operacion de
exclusion por afinidad, se utilizan técnicas de afinidad para eliminar materiales que contienen acido nucleico que no
son de interés (por ejemplo, Materiales que contienen acido nucleico procedentes de una célula tipo que no es de
interés en un ensayo de biomarcadores que se realizara en el acido nucleico extraido). Por ejemplo, usando los
métodos y técnicas descritos en este documento, las células epiteliales, eritrocitos, leucocitos, neutrofilos, linfocitos,
monocitos, basofilos, trombocitos, fibroblastos y células mesenquimales pueden eliminarse de la muestra antes de la
ejecucion de la etapa de extraccion de acido nucleico. El agotamiento puede ser completo o parcial. Por ejemplo, en
algunos casos, un agotamiento del 50% de los materiales indeseables seria suficiente para lograr una extraccion de
acido nucleico de alta calidad.

Debido a que los materiales que contienen acido nucleico a menudo transportan moléculas de superficie, como los
antigenos, de sus células donantes, se pueden usar moléculas de superficie para identificar y agotar los materiales
que contienen acido nucleico que se originan de un tipo especifico de célula donante. En un ejemplo, la molécula de
superficie utilizada en la operacién de exclusién por afinidad es una molécula especifica para el tipo de célula, por
ejemplo, pero sin limitarse a, cualquiera de los marcadores de tipo de células enumerados en la Tabla 1.
Alternativamente, dependiendo del disefio del ensayo, la molécula de superficie usado en la operacion de exclusion
por afinidad puede ser una molécula de superficie listada en la Tabla 2 si los materiales que contienen acido
nucleico que se originan a partir de un tipo especifico de célula tumoral deben excluirse en el ensayo.

Tabla 1: Ejemplos de marcadores especificos de tipo celular.

Marcadores vy tipos celulares Referencias

|. Para seleccioén positiva:

A. Marcadores de células epiteliales:

CD51 (Siegel et al., 2009)

Citoqueratina 8 (Punnoose et al., 2010)
Citoqueratina 18 (Punnoose et al., 2010)
Citoqueratina 19 (Punnoose et al., 2010)
E-cadherina (CD324, Cadherina-1) (Punnoose et al., 2010)
EpCAM (ESA; molécula de adhesién de células (Shmelkov et al., 2008)

epiteliales; CD326

Mucin 1 (EMA, antigeno de membrana epitelial; CA15-3; | (Matthews et al., 1988)
CD227)

Z041 (Siegel et al., 2009)

Il. Para seleccion negativa de muestras de orina

A. Marcadores de eritrocitos (RBC):

AE1 (Banda 3 (Ding et al., 2004)
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Il. Para seleccion negativa de muestras de orina

A. Marcadores de eritrocitos (RBC):

BGP1 (Lewis et al., 1988)
CD47 (Oldenborg et al., 2000)
Globina (Min-Oo et al., 2004

Glicoforina A (GPA)

(Shan et al., 1998; Telen and Chasis, 1990)

Polipéptidos Rh y glicoproteina Rh

(Agre et al., 1990; Avent et al., 1996)

TER119

(Jiang et al., 2005; Kobayashi et al., 2004)

Receptor de transferrina (CD71)

(Min-Oo et al., 2004; Tao et al., 2000)

Marcadores de B. Leucocitos (WBC):

Integrinas de Beta2 Leucocitos (CD11/CD18)

(Flaherty et al., 1997)

CD45RA/ CD45RB/ CD45R0O

(Bembridge et al., 1993; Lai et al., 1991; Masuoka et al.,
1992)

CD166 (ALCAM, molécula de adhesion de células
leucocitarias activadas)

(Lunter et al., 2005)

HLA (antigeno de leucocitos humanos)

(Guerini et al., 2006)

LAM-1 (molécula-1 de adhesién leucocitaria)

(Kansas et al., 1991

L-selectina

(Tu et al., 2002; Venturi et al., 2003)

Marcadores y tipos de células

Referencias

LSP1 (proteina-1 especifica de leucocitos)

(Hannigan et al., 2001; Marafioti et al., 2004)

Ly-9

(de la Fuente et al., 2001)

M6 (antigeno de activacion de leucocitos)

(Kasinrerk et al., 1992)

[l Para seleccion negativa de muestras de sangre

A.lgualquellAyllB

B. Marcadores de Neutrofilos:

31D8

(Gallin et al., 1986; Spiekermann et al., 1996)

CD11b-también un marcador de monocitos

(De Clerck et al., 1995)

CD15

CD18 (De Clerck et al., 1995)
CD45

CD64 (Matsui et al., 2006)
Gelatinasa (Borregaard et al., 1995)
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Mac-1

C. Marcadores de linfocitos:

Células T: CD3, CD5, receptor de células T (TCR)

(Berrington et al., 2005)

Células B: MHC clase Il, CD19, CD21

(Berrington et al., 2005)

Células NK: CD16, CD56, NKp46, NKp44

(Berrington et al., 2005)

D. Marcadores de Monocitos/Marcadores de macrofase:

1251-WVH-1

(Fayle et al., 1985)

CD1 1b — también un marcador de neutrdfilos

Fink et al., 2003)

CD14 (Jonas et al., 1990; Ruppert et al., 1991)
FcRly FcRII (Clement et al., 1985)

HLA-DR

Ki-Mip (Rudolph et al., 1997)

p-selectina

Marcadores de E. Basofilo:

2D7

(Agis et al., 2006b; Kepley et al., 1995)

Basogranulina (BB1)

(Agis et al., 2006a)

Bsp-1

(Valent et al., 1990)

CCR-3 (receptor de eotaxina)

(Ducrest et al., 2005)

CD203-c (E-NPP3)

(Sainte-Laudy and Belon, 2006)

CDw-17 (lactosilceramida)

(Yokohama et al., 2002)

CD88

(Yokohama et al., 2002)

F. Marcador de trombocitos (plaquetas):

CD36

(Thibert et al., 1995)

G. marcador de células dendriticas:

CD83

CD11c

CD1a

Marcadores y tipos de Células

Referencias

H. Células endoteliales

CD31

IV Otros tipos de marcadores
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A. Marcador de Fibroblastos:

Proteina 1 especifica fibroblastos (FSP1) (Nishitani et al., 2005; Strutz et al., 1995)

MAb AS02

Thy. 1

B. Marcador mesenquimal:

CD29 (Siegel et al., 2009)
N-cadherina (Lietal., 2011)
Vimentina (Punnoose et al., 2010)

C. Marcador de células de Glioblastoma:

Proteina EGFRuvIII (Al-Nedawi et al., 2008)

PDGFR

IL13Ra2

C. Marcador de células de Glioblastoma:

CD133

Sulfato de proteoglicano condroitina

3’-isoLM1

3’6’-isoL.D1

GPNMB

MRP3

podoplanina

D. Marcador de particulas HERV

HERV env

En variaciones de este segundo ejemplo, el método puede comprender adicionalmente una operacioén de mejora de
extraccion, como se describid anteriormente en relacion con el primer ejemplo. La operacién de mejora de extraccion
se puede realizar en cualquier momento del proceso antes de la etapa final de extraccion de acido nucleico.

En variaciones adicionales, puede haber un paso adicional de eliminacion de acidos nucleicos que no estan
ubicados dentro de las células o microvesiculas que pueden ser parte de la colecciéon heterogénea de materiales
que contienen acido nucleico. Los métodos para eliminar acidos nucleicos son bien conocidos en la técnica. Por
ejemplo, se puede realizar un paso de digestion enzimatica en cualquier punto del proceso. Dichas enzimas pueden
ser un tipo de ribonucleasa que cataliza la digestion enzimatica de los acidos ribonucleicos o un tipo de
desoxirribonucleasa que cataliza la digestion enzimatica de los acidos desoxirribonucleicos.

En un tercer ejemplo, se divulga un método para extraer acido nucleico de una muestra biolégica, que comprende
los pasos de: obtener una muestra bioldgica; realizar un paso de preprocesamiento de muestra en la muestra
biolégica para obtener una fraccién que comprende una coleccion heterogénea de materiales que contienen acido
nucleico; realizar una operacion de mejora de extraccion; realizar una operacion de exclusion por afinidad; y extraer
acido nucleico de los materiales resultantes. La muestra bioldgica, el paso de preprocesamiento, la operacion de
mejora de extraccion, la operacion de exclusién de afinidad y el paso de extraccion de acido nucleico son todos los
descritos anteriormente en relacion con el primer y segundo ejemplos.
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En este ejemplo, la etapa de preprocesamiento de la muestra debe ocurrir antes de la operacion de exclusion de
afinidad, pero la operacion de mejora de extraccion puede ocurrir en cualquier momento antes de la etapa de
extraccion de acido nucleico.

Preferentemente, este ejemplo también dara como resultado una extraccion de acido nucleico que cumple con uno o
mas de los estandares de calidad descritos a continuacién en términos de la relacion cuantitativa de 18S ARNr a
28S ARNIr, o rendimiento de acido nucleico.

Una variacion del método descrito en este ejemplo se muestra en la figura 3, en donde el método comprende los
pasos de obtener una muestra (300) bioldgica, preprocesar la muestra para obtener una fraccion que comprende
una coleccion heterogénea de materiales (310) que contienen acido nucleico, realizar una operacion (320) de
exclusion por afinidad, realizar una operacion (330) de mejora de extraccion y extraccion de acidos nucleicos.

Como con el primer y segundo ejemplos, este tercer ejemplo puede comprender ademas un paso adicional de
eliminacion de acidos nucleicos que no se encuentran dentro de las células o microvesiculas que pueden ser parte
de la coleccion heterogénea de materiales que contienen acido nucleico. Los métodos para eliminar acidos nucleicos
son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede realizar un paso de digestién enzimatica en cualquier punto
del proceso, por ejemplo, antes del preprocesamiento de la muestra, antes de realizar la operacion de extraccion de
mejora, o antes de la extraccion de acido nucleico. Dichas enzimas pueden ser un tipo de ribonucleasa que cataliza
la digestién enzimatica de los acidos ribonucleicos o un tipo de desoxirribonucleasa que cataliza la digestion
enzimatica de los acidos desoxirribonucleicos.

Enriquecimiento de afinidad

Todos los ejemplos y variaciones anteriores de los métodos de extraccion de acido nucleico descritos anteriormente
pueden comprender ademas una operacion de enriquecimiento de afinidad, en la que los métodos de seleccion de
afinidad se usan para enriquecer materiales que contienen acido nucleico de cierto tipo o que se originan a partir de
una célula particular, tejido u érgano del cuerpo, por ejemplo, pulmén, pancreas, estdmago, intestino, vejiga, rifién,
ovario, testiculo, piel, colorrectal, mama, préstata, cerebro, es6fago, higado, placenta o células fetales.

Debido a que los materiales que contienen acido nucleico a menudo transportan moléculas de superficie tales como
antigenos de sus células donantes, las moléculas de superficie pueden usarse para identificar, aislar y/o enriquecer
materiales que contienen acido nucleico de un tipo especifico de célula donante (Al-Nedawi et al., 2008; Taylor y
Gercel-Taylor, 2008). De esta manera, los materiales que contienen acido nucleico que se originan de distintas
poblaciones celulares pueden analizarse para determinar su contenido de acido nucleico. Por ejemplo, materiales
que contienen acido nucleico de tumor (maligno y no maligno) pueden llevar antigenos de superficie asociados a
tumor y pueden detectarse, aislarse o enriquecerse mediante estos antigenos de superficie especificos de tumores
asociados.

En un ejemplo, el antigeno de superficie es la molécula de adhesion de células epiteliales (EpCAM), que es
especifica de los materiales que contienen acido nucleico de carcinomas de pulmén, colorrectal, mama, prostata,
cabeza y cuello, y de origen hepatico, pero no de origen celular hematoldgico (Balzar et al., 1999; Went et al., 2004).

En otro ejemplo, el antigeno de superficie es CD24, que es una glucoproteina especifica de los materiales que
contienen acido nucleico en la orina (Keller et al., 2007).

En otro ejemplo mas, el antigeno de superficie se selecciona de un grupo de moléculas tales como CD70, antigeno
carcinoembrionario (CEA), EGFR, EGFRUVIIl y otras variantes, ligando Fas, TRAIL, receptor de transferrina, p38.5,
p97 y HSP72. Ademas, los materiales que contienen acido nucleico especifico de tumor pueden caracterizarse por
la falta de marcadores de superficie, tales como CD80 y CD86.

En otros ejemplos, los antigenos de superficie son cualquiera de los marcadores tumorales, enumerados en la Tabla
2. Los antigenos de superficie en la Tabla 2 pueden usarse para realizar una operacion de enriquecimiento de
afinidad para que los materiales que contienen acido nucleico de un tipo de célula tumoral especifica se enriquecen.
Alternativamente, dependiendo del disefio del ensayo, el antigeno de superficie en la operacion de enriquecimiento
de afinidad puede ser cualquiera de los marcadores de superficie enumerados en la Tabla 1 anterior.

Tabla 2 Ejemplos de biomarcadores tumorales

Biomarcador Nombre(s) Combinacién Tipo de cancer Referencias
ABCB1 MDR1; P-glicoproteina Leucemia (Young, 2007) (Fong
1; Miembro de la mieloide aguda and Kakar, 2010)
subfamilia B del casete (AML), Pancreas
de unién a ATP 1 Ovario
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ABCB5 Miembro de la Melanoma (Schatton et al., 2008)
subfamilia B del casete
de uniéon a ATP 5
ABCG2 CDw338; BCRP; Ovario Mama (Kim et al., 2002) (Fong
Miembro de la and Kakar, 2010)
subfamilia G del casete
de unién a ATP 2
AFP Alfa-fetoproteina Hepatocelular (Baig et al., 2009)
ALDH1 Aldehido ALDH1+/CD44+/ Mama (Ginestier et al., 2007)
deshidrogenasa 1 CD24-/lin-
ALDH1 Aldehido Pulmon (Matsui et al., 2004)
deshidrogenasa 1 Hematopoyético | (Jiang et al., 2009)
APOE Apolipoproteina E, apo Ovario (Chen et al., 2005)
E
BIRC5 Survivina; inhibidor Pulmon (Falleni et al., 2003)
baculovirico de la
apoptosis que contiene
repeticiones 5
CD15 leuMl; 3-fucosil-N- Mama, (Ball, 1995)
acetillactosamina colorrectal,
leucemia,
pulmoén
CD20 Antigeno 20 de B- Linfoma de (Coiffier, 2007)
linfocito células B,
leucemia
CD24 HSA,; antigeno estable CD24+/CD44+/ Pancreas (Li et al., 2007)
al calor EpCAM+
CD24
CD24 HSA,; antigeno estable Colon, vesicula (Lim and Oh, 2005;
al calor biliar, Sagiv et al., 2006)
CD24 ovario,
pancreas,
estbmago
CD34 Molécula CD34; CD34+/CD10- Leucemia AML (Cox et al., 2004)
Antigeno CD34 de CD34+/CD38- (Kojima and Kitamura,
célula progenitora 1999)
hematopoyética
CD44 Molécula CD44 (grupo CD44+/CD24-/bajo Mama (Al-Hajj et al., 2003)
sanguineo indio) CD44+/CD24-/bajo/ Mama (Al-Hajj et al., 2003)
lin-
CD44+/CD24- Gliomas (Galli et al., 2004;
Hemmati et al., 2003;
Ignatova et al., 2002;
Lee et al., 2006; Singh
et al., 2003; Singh et
al., 2004; Uchida et al.,
2000; Yuan et al.,
2004)
CD44+/CD24- AML (Bonnet and Dick,
1997;
Ishikawa et al., 2007;
Lapidot al., 1994)
CD44+/CD24- Prostata (Hurt et al., 2008)
CD44+/CD24low/ Mama (Fillmore and
EpCAM+ Kuperwasser, 2008)
CD44+/EpCA M+ Colon (Boman and Huang,

13
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CD44+/MYDS8 8+ Ovario (Alvero ct al., 2009)
CD44+/CD117 Vejiga (Fong and Kakar, 2010)
+/CD133+
CD44+/K5+/K20CD44+/ | Vejiga (Chan et al., 2009)
CD44v 6+/EMA- (Yang and Chang,
2008)
CD44 Molécula CD44 (grupo AML de Cabeza | (Jin et al., 2006) (Prince
sanguineo indio) y Cuello et al., 2007)
CD47 MERSG; IAP; proteina Vejiga (Chan et al., 2009)
asociada a la integrina
de transmembrana de
tipo inmunoglobulina
CD90 Thy-1, antigeno de CD90+/CD44+ Higado (Yang et al., 2008)
diferenciacion de
timocitos 1
CD96 CD96; Tactil; Leucemia (Hosen et al., 2007)
Activacion de células T
aumenta la expresion
tardia
CD133 PROM1, prominina-1 CD133+/ABCG2+ Melanoma (Monzani et al., 2007)
CD133+/CD44 + Colon (Dallas et al., 2009)
CD133 PROM1, prominina-1 Cerebro (Bao et al., 20063;
Hemmati et al., 2003;
Liu et al., 2006; Singh
et al., 2003; Singh et
al., 2004;
Taylor et al., 2005;
Zeppernick et al., 2008)
Colon (O’Brien ct al., 2007;
RicciVitiani et al., 2007;
Todaro et al., 2007)
Hepatocelular (Smith et al., 2008)
Pulmon (Eramo et al., 2008)
Ovario (Fernandina et al.,
2008)
Pancreas (Hermann et al., 2007;
Li et al., 2007)
Préstata (Collins et al., 2005)
Skin (Monzani et al., 2007)
CD142 Factor tisular; factor Mama, (Zwicker et al., 2009)
tisular de plaquetas; colorrectal,
factor IlI; trombocinasa pulmon,
pancreas
CD147 EMMPRIN; Prostata (Zhong et al., 2011)
inductor de
metaloproteinasa de
matriz extracelular;
basigina
CD326 CD326; Flotillina Mama, colon, (Naundorf et al., 2002)
Gl, ovario
Prostata (Oberneder et al., 2006)
CEA Antigeno Colon (Thomas et al., 2009)
carcinoembriénico
CLDN3 Claudina 3 Ovario (Hough et al., 2001;

Rangel et al., 2003)
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CLDN4 Claudina 4 Ovario (Hough et al., 2001;
Rangel et al., 2003)
CLDN?7 Claudina 7 Ovario (Hough et al., 2001)
CTSB Catepsina B Glioma (Strojnik et al., 2007)
CXCL1 GRO-alfa; Quimiocina Vejiga (Kawanishi et al., 2008)
(motivo C-X-C) ligando
1
CXCR4 Receptor de Quimiocina Colon (Ottaiano et al., 2005)
tipo 4 Gliomas (Dirks, 2001; Liu et al.,
2006; Salmaggi et al.,
2006)
Melanoma (Alsayed et al., 2007)
Prostata (Sun et al., 2005)
EpCAM ESA; Molécula de EpCAM+/CD45- Mama, (Allard et al., 2004)
adhesion a célula colorrectal,
epitelial; préstata
CD326
EpCAM ESA; Molécula de Colon, prostata (Ammons et al., 2003;
adhesion a célula Goel et al., 2007;
epitelial; Oberneder et al., 2006)
CD326
EGFR1 erbB-1; HER1; Anal (Walker et al., 2009)
Receptor del factor de Mama (Neve et al., 2006)
crecimiento Glioblastoma (Heimberger et al.,
epidermoide 1 2005)
Pulmon (Jackman ct al., 2009;
Punnoose et al., 2010)
EGFRuIII EGFR Mutante GBM (Pelloski et al., 2007)
FOLH1 Folato hidrolasa 1; Prostata (Chang et al., 1999;
PSM; PSMA, antigeno Ross et al., 2003)
de membrana
especifico de prostata
FOLR1 Alfa receptor folato Ovario (Kalli et al., 2008)
Gangliosida GDla Ovario (Prinetti et al., 2010)
GFAP Proteina acida fibrilar Glioblastoma (Hill et al., 2003)
Glial
GYPA Glicoforina A; CD235a Leucemia (Andersson et al., 1979)
HER2 erbB-2; neu; Receptor Mama (Korkaya et al., 2008)
del factor de Utero (Santin et al., 2008)
crecimiento epidérmico
humano 2
HLA-G antigeno-G de leucocito Ovario (Sheu and Shih le,
humano 2007)
HPN Hepsina; TMPRSS1 Prostata (Dhanasekaran et al.,
2001)
KLK2 Kallikreina 2 Prostata (Magklara et al., 1999;
Partin et al., 1999;
Rittenhouse et al.,
1998)
KLK3 PSA; Kallikreina 3; Prostata (Rittenhouse et al.,
antigeno especifico de 1998)
préstata
KLK5 Kallikreina 5 Ovario (Yousef et al., 2003a;

Yousef et al., 2003b)
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KLK6 Kallikreina 6 Ovario (Yousef et al., 2003b)
KLK7 Kallikreina 7 Ovario (Yousef et al., 2003b)
KLK8 Kallikreina 8 Ovario (Hoffman et al., 2002;
Yousef et al., 2003b)
KLK10 Kallikreina 10 Ovario (Luo et al., 2001;
Yousef et al., 2003b)
KLK11 Kallikreina 11 Ovario (Yousef et al., 2003b)
KLK14 Kallikreina 14 Mama (Borgono et al., 2003)
Ovario (Borgono et al., 2003;
Yousef et al., 2003b)
Sulfatos de Keratano Carcinoma (Magro et al., 2003)
papilar de
tiroides
L1CAM CD171; molécula de Gliomas (Bao et al., 2008)
adhesion celular L1
LMP1 proteina de membrana Linfoblastoma (Flanagan et al., 2003)
latente EBV 1
MET c-Met; HGFR; receptor Mama (Neve et al., 2006)
de factor de
crecimiento de
hepatocitos
MSLN Mesotelina Mesotelioma (Chang and Pastan,
1996)
Ovario (Chang and Pastan,
1996; Lu et al., 2004)
Pancreas (Agarwal et al., 2008)
MUC 1 Mucina 1; CD227 Mama (McGuckin et al., 1995;
Taylor-Papadimitriou et
al., 1999)
Colon (Niv, 2008)
MUC4 Mucina 4 Ovario (Shih le and Davidson,
2009)
MUC16 Mucina 16; antigeno de Ovario (Yin et al., 2002; Yin
cancer de ovario CA and Lloyd, 2001)
125
OPN BSP-1; BNSP; Ovario (Rosen et al., 2005;
Osteopontina; Visintin et al., 2008)
sialoproteina | 6sea
PCA-3 DD3; antigeno 3 de Prostata (Laxman et al., 2008)
cancer de préstata
PNCAM Acido polisialico o Prolactinoma (Gurlek et al., 2007)
polisialilado NCAM (una Neuroendocrino | (Figarella-Branger et
modificacion carcinoma al.,
postraduccional de pulmonar 1990; Jin et al., 1991)
NCAM, molécula de microcitico (Komminoth et al.,
adhesion de células 1991)
neuronales)
PTK7 Proteina tirosino cinasa Leucemia (Shangguan et al.,
7 linfoblastica 2008)
aguda de células
T
TMPRSS2: Transmembrana Prostata (Hessels et al., 2007;
ERG proteasa, serina 2 : gen Laxman et al., 2008)

relacionado con Ets
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VEGF Factor de crecimiento Gliomas (Bao et al., 2006b)
endotelial

Un experto en la materia apreciara que los marcadores de superficie descritos en las Tablas 1 y 2 pueden usarse
indistintamente para una operacion de exclusiéon de afinidad o una operacidon de enriquecimiento de afinidad
dependiendo de los objetivos de un ensayo dado y método de extraccion de acido nucleico practicado de acuerdo
con a las ensefianzas de esta divulgacion. Por ejemplo, por un lado, los marcadores de superficie para fibroblastos
pueden usarse para excluir materiales que contienen acido nucleico derivados de fibroblastos cuando se realiza un
procedimiento para evaluar biomarcadores de glioblastoma. Por otro lado, los marcadores de superficie para
fibroblastos pueden usarse para enriquecer materiales que contienen acido nucleico derivados de fibroblastos
cuando se realiza un procedimiento para evaluar el fibroblastoma.

Se puede lograr un procedimiento de afinidad para el agotamiento o enriquecimiento de materiales que contienen
acido nucleico de un tipo de célula especifico, por ejemplo, usando anticuerpos, aptameros, analogos de aptameros
o polimeros impresos molecularmente especificos para un antigeno de superficie deseado (en adelante agente de
“afinidad”). En una realizacion, el antigeno de superficie es especifico para un tipo de cancer. En otra realizacion, el
antigeno de superficie es especifico para un tipo celular que no es necesariamente canceroso.

Un ejemplo de un método de separacion de material que contiene acido nucleico basado en el antigeno de la
superficie celular proporcionado en la Patente de los Estados Unidos Num. 7,198,923. Alli se us6 el anticuerpo
CD81 para enriquecer los exosomas que contienen antigeno CD81 para preparar ARN de VHC a partir de una
muestra de sangre.

Se describe otro ejemplo, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos numeros 5.840.867 y 5.582.981,
W0O/2003/050290 y una publicacion de Johnson et al. (Johnson et al., 2008). Alli, los aptameros y sus analogos que
se unen especificamente a las moléculas de superficie se usaron como una herramienta de separacién para
enriquecer los materiales que contienen acido nucleico especifico del tipo de célula. Ademas, los polimeros
impresos molecularmente también pueden reconocer especificamente moléculas de superficie tal como se describe,
por ejemplo, en las patentes estadounidenses numeros 6.525,154, 7,332,553 y 7,384,589 y una publicacion de Bossi
et al. (Bossi et al., 2007) y también puede ser una herramienta para recuperar y aislar materiales que contienen
acido nucleico de tipo celular especifico.

Estandares de calidad para extracciones de acido nucleico

Las extracciones de acido nucleico obtenidas por los nuevos métodos descritos en el presente documento se
caracterizan por un alto rendimiento y una alta integridad, lo que hace que los acidos nucleicos extraidos sean utiles
para diversas aplicaciones en las que se requieren o prefieren extracciones de acido nucleico de alta calidad.

Como se mencioné anteriormente, el rendimiento de cualquiera de los diversos métodos de extraccion de acido
nucleico de acuerdo con la presente descripcién preferiblemente da como resultado una extraccion de acido nucleico
que cumple con uno o mas de los estandares de calidad descritos a continuacion en términos de la relacion
cuantitativa de 18S ARNr a 28S ARNr, o rendimiento de acido nucleico.

Preferentemente, los métodos de extraccién de acido nucleico de esta descripcion daran como resultado una
extraccion de acido nucleico en la que se pueden detectar cantidades significativas de ARN ribosémico (ARNr),
especificamente ARNr 18S y 28S, preferiblemente en una relaciéon de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:2;
y mas preferiblemente, en una proporcion de aproximadamente 1:2.

Ademas, los métodos de extraccion de acido nucleico de la presente descripcion preferiblemente daran como
resultado rendimientos mejorados de acido nucleico extraido. Por ejemplo, usando los métodos descritos en este
documento, se puede obtener un rendimiento de acido nucleico mayor o igual a 50 pg/ml a partir de una muestra
biolégica baja en proteinas de 20 ml como la orina. Alternativamente, se puede obtener un rendimiento de acido
nucleico mayor o igual a 50 pg/ml a partir de 1 ml de una muestra biolégica alta en proteinas, como el masa de tejido
o el plasma.

Por lo tanto, las nuevas extracciones de acido nucleico obtenidas por los métodos descritos en el presente
documento cumplen preferiblemente uno o mas de los siguientes estandares de calidad: (1) la detecciéon de ARNr
18S y 28S, preferiblemente en una relaciéon de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:2; y mas
preferiblemente, aproximadamente 1:2; y/o (2) un rendimiento de acido nucleico mayor o igual a 50 pg/ml de una
muestra bioldgica baja en proteinas de 20 ml o una muestra bioldgica alta en proteinas de 1 ml.

Uso de los métodos de extraccion de acido nucleico, y las extracciones de acido nucleico resultantes, en analisis de
acido nucleico para investigacion y aplicaciones clinicas.

Los métodos de extraccion de acido nucleico de la presente divulgacion se pueden usar para producir extracciones
de acido nucleico novedosas y mejoradas para diversas aplicaciones, que incluyen pero no se limitan a analisis de
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acido nucleico para investigacion (por ejemplo, investigacion en apoyo del descubrimiento de nuevos biomarcadores
0 asociaciones de biomarcadores) o analisis clinicos de acido nucleico en ayuda del diagnéstico del paciente,
prondsticos, terandsticos, monitorizacion, medicina predictiva, medicina personalizada, medicina integrada,
farmacodiagnéstico y diagndstico/asociacion de prescripcion (diagndstico complementario).

En un ejemplo, los acidos nucleicos extraidos, que incluyen ADN y/o ARN, se analizan directamente sin un paso de
amplificacion. El andlisis directo se puede realizar con diferentes métodos que incluyen, entre otros, la tecnologia de
nanocadenas. La tecnologia de nanocadenas permite la identificacion y cuantificacion de moléculas objetivo
individuales en una muestra biolégica al unir un indicador fluorescente codificado por color a cada molécula objetivo.
Este enfoque es similar al concepto de medicion de inventario escaneando cédigos de barras. Los reporteros se
pueden hacer con cientos o incluso miles de cédigos diferentes que permiten un analisis altamente multiplexado. La
tecnologia se describe en una publicacién de Geiss et al. (Geiss et al., 2008).

En otro ejemplo, puede ser beneficioso o deseable amplificar el acido nucleico antes de analizarlo. Los métodos de
amplificaciéon de acido nucleico se usan comunmente y generalmente se conocen en la técnica, muchos ejemplos de
los cuales se describen aqui. Si se desea, la amplificacién se puede realizar de manera que sea cuantitativa. La
amplificacién cuantitativa permitira la determinacion cuantitativa de cantidades relativas de los diversos acidos
nucleicos, para generar un perfil como se describe a continuacion.

En una realizacion, el acido nucleico extraido es ARN. El ARN se transcribe preferiblemente de manera inversa en
ADN complementario (ADNc) antes de una amplificacion adicional. Dicha transcripcion inversa puede realizarse sola
0 en combinacién con un paso de amplificacién. Un ejemplo de un método que combina los pasos de transcripcion
inversa y amplificacion es la reacciéon en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR), que puede
modificarse adicionalmente para que sea cuantitativa, por ejemplo, RT-PCR cuantitativa como se describe en la
Patente de Estados Unidos No. 5,639,606.

Los métodos de amplificacion de acido nucleico incluyen, sin limitacion, reacciéon en cadena de polimerasa (PCR)
(Patente de EE. UU. No. 5,219,727) y sus variantes tales como reaccion en cadena de polimerasa in situ (Patente de
EE. UU. No. 5,538,871), reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa (Patente de EE. UU. 5,219,727), reaccion en
cadena de la polimerasa anidada (Patente de los Estados Unidos No. 5,556,773), replicacion de secuencia
autosostenida y sus variantes (Guatelli et al., 1990), sistema de amplificacion transcripcional y sus variantes (Kwoh
et al., 1989), Qb Replicase y sus variantes (Miele et al., 1983), PCR en frio (Li et al., 2008) o cualquier otro método
de amplificacion de acido nucleico, seguido de la deteccion de las moléculas amplificadas utilizando técnicas bien
conocidas por los expertos en la técnica. Las técnicas Especialmente Utiles son aquellos esquemas de deteccion
disefiados para la deteccion de moléculas de acido nucleico si tales moléculas estan presentes en cantidades muy
bajas.

El analisis de los acidos nucleicos presentes en los materiales que contienen acido nucleico puede ser cuantitativo
y/o cualitativo. Para el analisis cuantitativo, las cantidades (niveles de expresion), ya sean relativos o absolutos, de
acidos nucleicos especificos de interés dentro de los materiales que contienen acido nucleico se miden con métodos
conocidos en la técnica (descritos a continuacion). Para el analisis cualitativo, las especies de acidos nucleicos
especificos de interés dentro de los materiales que contienen acido nucleico, ya sean de tipo salvaje o variantes, se
identifican con métodos conocidos en la técnica.

Perfiles de acido nucleico.

Esta divulgacion incluye ademas un perfil novedoso de acidos nucleicos de alta calidad de una muestra biologica.
Dichos perfiles se generan realizando cualquiera de las diversas realizaciones y variaciones de los métodos de
extraccion de acido nucleico divulgados aqui, y analizando el acido nucleico resultante.

Un perfil, como se usa el término en el presente documento, se refiere a una coleccién de caracteristicas, que puede
determinarse a través del analisis cuantitativo o cualitativo de uno o mas componentes o materiales bioldgicos (tales
como acido nucleico) contenidos en una muestra (tales como una extraccion de acido nucleico obtenida por
cualquiera de los métodos divulgados aqui). Un perfil de referencia es un perfil obtenido de un sujeto independiente
o del mismo sujeto en un punto de tiempo diferente.

Los acidos nucleicos del perfil pueden ser ARN. El ARN puede codificar ARN, por ejemplo, ARN mensajero que
puede codificar proteinas. EI ARN también puede ser ARN no codificante (ARNnc), por ejemplo, ARN ribosémico,
ARN de transferencia, microARN y otras transcripciones no codificantes que pueden originarse a partir de ADN
gendmico. Estas transcripciones de ARN no codificantes pueden incluir transcripciones que se transcriben a partir de
repeticiones de satélite y transposones, que pueden ser transposones de ADN o retrotransposones.

Los acidos nucleicos también pueden ser ADN. EI ADN puede ser ADN de cadena sencilla, por ejemplo, ADNc, que

se transcribe inversamente a partir del ARN. EI ADN también puede ser ADN de cadena sencilla que se genera
durante la replicacion del ADN. EI ADN gendmico se replica en el nicleo mientras la célula se divide. Parte del ADN
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replicado puede salir de su plantilla, exportarse fuera del nicleo y empacarse en microvesiculas. También es posible
que el ADN sea ADN de cadena doble. Ademas, el ADN puede ser ADN no codificante (ADNnNc).

Los perfiles de acido nucleico de alta calidad son altamente deseables para muchos usos, tales como la
investigacion (por ejemplo, investigacion en apoyo del descubrimiento de nuevos biomarcadores o asociaciones de
biomarcadores) o usos clinicos tales como diagndsticos, prondsticos, terandsticos, monitorizacion, medicina
predictiva, medicina personalizada, medicina integrada, farmacodiagndstico y asociacion de diagnostico/prescripcion
(diagnéstico complementario). Es deseable que tales perfiles sean consistentes entre las muestras. Dicha
consistencia no puede lograrse sin extracciones de acido nucleico de alta calidad.

En un ejemplo, el perfil de acido nucleico incluye una o mas aberraciones genéticas, que se usa en el presente
documento para referirse a cantidades de acido nucleico, asi como a variantes de acido nucleico. Preferiblemente, el
acido nucleico es enddgeno al sujeto. Las aberraciones genéticas incluyen, sin limitacion, sobreexpresion de uno o
mas elementos genémicos, subexpresion de uno o mas elementos gendmicos, produccion alternativa de variantes
de empalme de uno o mas elementos genémicos, variantes de numero de copias (CNV) de uno o mas elementos
gendémicos (por ejemplo, minutos dobles de ADN) (Hahn, 1993), modificaciones de acidos nucleicos (por ejemplo,
metilacion, acetilacion y fosforilaciones), polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), reordenamientos cromosémicos
(por ejemplo, inversiones, eliminaciones y duplicaciones) y mutaciones (inserciones, eliminaciones, duplicaciones,
sentido erroneo, sin sentido, sindnimos o cualquier otro cambio de nucledtidos) de uno o mas elementos genémicos,
cuyas mutaciones, en muchos casos, afectan en ultima instancia la actividad y la funcién del genoma, conducen a
variantes de empalme transcripcional alternativas y/o cambios en el nivel de expresion génica.

Los acidos nucleicos en los materiales que contienen acido nucleico pueden ser cualquier tipo de acido nucleico,
incluidos, entre otros, los ejemplos proporcionados aqui. En la categoria de ARN, los acidos nucleicos pueden
codificar ARN, por ejemplo, ARN mensajero que puede codificar proteinas; ARN no codificante (ARNnc), por
ejemplo, ARN ribosémico, ARN de transferencia, microARN y otras transcripciones no codificantes que pueden
originarse a partir de ADN gendmico. Las transcripciones de ARN no codificantes pueden incluir transcripciones que
se ftranscriben desde repeticiones de satélite y transposones, que pueden ser transposones de ADN o
retrotransposones. En la categoria de ADN, los acidos nucleicos pueden incluir ADN de cadena sencilla (ADNcs),
por ejemplo, ADNc, que se transcribe inversamente a partir de ARN y ADNcs que se genera durante la replicacion
de ADN; ADN de cadena doble (ADNcd); ADN que codifica proteinas (ADN codificante); y ADN que no codifica
proteinas, es decir, ADN no codificante (ADNn).

La determinacion de tales aberraciones genéticas se puede realizar mediante una variedad de técnicas conocidas
por el experto en la materia. Por ejemplo, los niveles de expresion de acidos nucleicos, variantes de empalme
alternativas, reordenamiento cromosémico y numeros de copias de genes se pueden determinar mediante analisis
de micromatriz (patentes de EE. UU. Nos. 6,913,879, 7,364,848, 7,378,245, 6,893,837 y 6,004,755) y PCR
cuantitativa. Particularmente, los cambios en el niumero de copias pueden detectarse con el ensayo de genotipado
de genoma completo lllumina Infinium Il o el Microarray Agilent Human Genome CGH (Steemers et al., 2006). Las
modificaciones de acido nucleico se pueden analizar mediante métodos descritos en, por ejemplo, la patente de los
Estados Unidos No. 7,186,512 y la publicacion de patente WO/2003/023065. En particular, los perfiles de metilacion
se pueden determinar, por ejemplo, mediante el lllumina DNA Methylation OMAO03 Cancer Panel. Los SNP y las
mutaciones pueden detectarse mediante hibridacion con sondas especificas de alelos, deteccidon de mutaciones
enzimaticas, escision quimica de heteroduplex no coincidente (Cotton et al., 1988), escision de ribonucleasa de
bases no coincidentes (Myers et al., 1985), espectrometria de masas (Patentes de EE. UU. Nos. 6,994,960,
7,074,563 y 7,198,893), secuenciacion de acidos nucleicos, polimorfismo de conformacién de cadena sencilla
(SSCP) (Orita et al., 1989), electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) (Fischer y Lerman, 1979a;
Fischer y Lerman, 1979b), electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE) (Fischer y Lerman, 1979a;
Fischer y Lerman, 1979b), polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) (Kan y Dozy, 1978a; Kan y
Dozy, 1978b), ensayo de ligadura de oligonucleétidos (OLA), PCR alelo-especifica (ASPCR) (Patente de Estados
Unidos No. 5.639.611), reaccion en cadena de ligadura (LCR) y sus variantes (Abravaya et al., 1995; Landegren et
al., 1988; Nakazawa et al., 1994), flow- analisis de heteroduplex citométrico (WO/2006/113590) y combinaciones o
modificaciones de los mismos. En particular, los niveles de expresidon génica pueden determinarse mediante el
analisis en serie de la técnica de expresion génica (SAGE) (Velculescu et al., 1995). En general, los métodos para
analizar las aberraciones genéticas se informan en numerosas publicaciones, no limitadas a las citadas aqui, y estan
disponibles para profesionales expertos. El método de analisis apropiado dependera de los objetivos especificos del
analisis, la condicidn/historial del paciente y las cancelaciones especificas), enfermedades u otras condiciones
médicas que se detectaran, controlaran o trataran.

Kits para obtener acidos nucleicos
La presente descripcion también se dirige a un kit para obtener acidos nucleicos a partir de muestras bioldgicas. El

kit puede comprender un agente de afinidad; un agente de mejora de extraccion; y un tampon de lisis. En algunos
ejemplos, el agente de afinidad es capaz de unirse a uno o mas marcadores enumerados en la Tabla 1 o la Tabla 2.
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En algunos casos, el kit puede comprender ademas instrucciones para usar el kit. Las instrucciones para usar el kit
pueden incluirse en el paquete con los otros componentes del kit o en una ubicacién diferente a la que pueda
acceder un usuario del kit (por ejemplo, en un sitio web o pagina web accesible para el comprador del kit). El
contenido de las instrucciones puede incluir, entre otras, instrucciones sobre como usar el agente de afinidad, como
realizar una operacion de exclusion de afinidad, como reconstituir reactivos, como mejorar el acido nucleico, como
usar el tampodn de lisis y como llevar a cabo todo el procedimiento para obtener acidos nucleicos mediante el uso del
kit.

En algunos ejemplos del kit, el agente potenciador de extracciéon puede ser un inhibidor de RNasa; proteasa; agente
reductor; sustrato sefiuelo; receptor soluble; ARN de interferencia corta; Molécula de unidon a ARN; Sustancia
desnaturalizante RNase; o cualquier combinacion de cualquiera de los anteriores.

En algunos ejemplos, el agente de afinidad es adecuado para realizar una operacién de exclusion, y las
instrucciones incluidas en o con el kit comprenden instrucciones para usar el agente de afinidad en una operacion de
exclusion de afinidad. Los kits de esta naturaleza pueden comprender ademas un segundo agente de afinidad e
instrucciones para usar el segundo agente de afinidad en una operacién de enriquecimiento de afinidad.

En ejemplos adicionales, el kit puede comprender ademas DNasa, RNasa, o ambas, e instrucciones para su uso.
Estos reactivos pueden usarse para eliminar ADN o ARN que no tienen interés en el ensayo previsto, por ejemplo,
ADN o ARN que se adhiere al exterior de los materiales que contienen acido nucleico en la extraccioén. La cantidad
de DNasa o RNasa puede depender de la fuente de la muestra biolégica. En algunas muestras, la cantidad de ADN
o ARN sin interés es relativamente alta y, por lo tanto, sera necesario agregar mas DNasa o RNasa en el proceso de
extraccion.

Las metodologias, protocolos y reactivos particulares, divulgados aqui, pueden variar. La terminologia utilizada en
este documento tiene el propésito de describir realizaciones particulares solamente.

Aunque la presente invencién se ha descrito con referencia a ciertas realizaciones, son posibles numerosas
modificaciones, alteraciones y cambios en las realizaciones descritas.

Ejemplos
Ejemplo 1: Extraccién de acido nucleico con operacion de mejora de extraccion

Una variacion del método divulgado se muestra en la Figura 1, donde el método comprende los pasos de obtener
una muestra (100) bioldgica, preprocesar la muestra para obtener una fraccion que comprende una coleccion
heterogénea de materiales (110) que contienen acido nucleico, realizando una operacién de mejora de extraccion en
la fraccion (120), y extrayendo acido nucleico de la fraccion (130).

Ejemplo 2: Extraccion de acido nucleico con operacion de exclusion de afinidad

Una variacion del método divulgado se muestra en la figura 2, donde el método comprende los pasos de obtener
una muestra (200) bioldgica, preprocesar la muestra para obtener una fraccion que comprende una coleccion
heterogénea de materiales que contienen acido nucleico (210), realizar una operacion (220) de exclusion por
afinidad, y extraccion de acidos nucleicos de la fraccion (230) de afinidad reducida.

Ejemplo 3: Extraccion de acido nucleico con operacion de mejora de extraccion y operacion de exclusion de afinidad

Una variacion del método divulgado se muestra en la figura 3, donde el método comprende los pasos de obtener
una muestra (300) bioldgica, preprocesar la muestra para obtener una fraccion que comprende una coleccion
heterogénea de materiales (310) que contienen acido nucleico, realizar una operacion (320) de exclusion por
afinidad, realizar una operacion (330) de mejora de extraccion y extraccion de acidos nucleicos.

Ejemplo 4: Extraccion y analisis de acido nucleico de una coleccion heterogénea de materiales que contienen acido
nucleico

Las colecciones heterogéneas de materiales que contienen acido nucleico pueden aislarse de una muestra biolégica
de un sujeto que tiene o se sospecha que tiene cancer. Se recoge una muestra de orina del sujeto. En la etapa de
preprocesamiento, una fraccion que contiene materiales que contienen acido nucleico se enriquece por
centrifugacion o filtracion de la orina. La fraccion resultante contiene una coleccion heterogénea de materiales que
contienen acido nucleico, que incluye una mezcla de microvesiculas y células ademas de otros materiales que
contienen acido nucleico. Esta fraccion se incuba con agentes de mejora de la extraccion, como los inhibidores de la
RNasa, para prevenir o mitigar aquellos factores que pueden prevenir la extraccion de acido nucleico de alta calidad.
Luego, la fraccion se somete a una operacion de enriquecimiento de afinidad para enriquecer las posibles células
tumorales circulantes y microvesiculas de particular interés. Se utiliza un antigeno de superficie transportado tanto
por las células tumorales circulantes como por las microvesiculas para seleccionar y purificar estos materiales que
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contienen acido nucleico particulares de la mezcla restante. Los acidos nucleicos de las células tumorales
purificadas circulantes y las microvesiculas se extraen y analizan para detectar la presencia, ausencia o niveles de
aberraciones genéticas asociadas con la presencia o ausencia de cancer maligno; o etapa o grado del tumor a partir
del cual las células y las microvesiculas pueden haberse originado.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para extraer acido nucleico de una muestra bioldgica, que comprende los pasos de:

(a) proporcionar una muestra biolégica obtenida de un sujeto, en el que la muestra comprende una coleccion
heterogénea de materiales que contienen acido nucleico que comprenden células o microvesiculas, o ambos;

(b) realizar un paso de preprocesamiento de muestra en la muestra bioldégica para obtener una fraccion que
comprende la coleccién heterogénea de materiales que contienen acido nucleico, en el que el paso de
preprocesamiento excluye proteinas, lipidos, restos de células muertas y otros contaminantes potenciales e
inhibidores PCR de los materiales que contienen acido nucleico heterogéneo;

(c) realizar una operacién de exclusion por afinidad poniendo en contacto la coleccién heterogénea de materiales
que contienen acido nucleico con un agente de afinidad que se une a un marcador de superficie y eliminando los
materiales de acido nucleico que se unen al agente de afinidad para agotar los materiales que contienen acido
nucleico procedentes de un célula de tipo donante especifico o un tipo de célula tumoral especifica, seguido de una
operacion de mejora de extraccion, en el que el marcador de superficie es un marcador tumoral seleccionado de los
marcadores listados en la Tabla 2, y en el que la operacion de mejora de extraccion comprende el uso de un agente
seleccionado del grupo que consiste en un inhibidor de RNasa, una proteasa, un agente reductor, un sustrato
sefiuelo, un receptor soluble, un ARN de interferencia corta, una molécula de union a ARN, una sustancia
desnaturalizante de RNasa y cualquier combinacién de los mismos, en combinacién con un paso de procesamiento
seleccionada del grupo que consiste en lavar los materiales que contienen acido nucleico; separacion por tamafio de
RNasas de la muestra bioldgica; desnaturalizacion de proteinas en la muestra bioldgica; y combinaciones de los
mismos; y

(d) extraer acido nucleico de los materiales resultantes.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que el agente de afinidad comprende un anticuerpo, un aptamero, un
analogo de aptamero o un polimero impreso molecularmente especifico para el marcador.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que la muestra bioldgica es orina, suero o plasma.
4. El método de la reivindicacién 1, en el que el sustrato sefiuelo comprende ARN sintético; o en el que la molécula
de union a ARN comprende un anticuerpo anti-ARN, proteina chaperona o una proteina inhibidora de RNasa; o en el

que la sustancia desnaturalizante de RNasa comprende una solucién o detergente de alta osmolaridad.

5. El método de la reivindicacion 1, en el que la operacién de mejora de extraccion comprende la adicion de un
inhibidor de RNasa, opcionalmente en el que:

(a) el inhibidor de RNasa tiene una concentracion mayor que concentracion [1X]; alternativamente, mayor o igual a
concentracion [5X]; alternativamente, mayor o igual a concentracion [10X]; alternativamente, mayor o igual a
concentracion [25X]; y alternativamente, mayor o igual a concentracion [50X]; o

(b) el inhibidor de RNasa es una proteasa.

6. El método de la reivindicacion 1, en el que el marcador de superficie es glicoforina A (CD235).

7. El método de la reivindicacion 1, en el que la operacion de exclusion de afinidad es seguida por una operacion de
enriquecimiento de afinidad con un agente de afinidad que une uno o mas marcadores de superficie.

8. El método de la reivindicaciéon 7, en el que el uno o mas marcadores de superficie se selecciona de P-selectina,
CD45, L1cam, CD44, CD184, PDGFR, RH, CD3, CD19, CD20, CD56, CD11, CD14, CD90, CD326, o CD324.

9. El método de la reivindicacién 7, en el que el uno o mas marcadores de superficie se seleccionan de L1cam,
CD45, CD3, CD44 o CD184.
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