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DESCRIPCION

Procedimiento para el enriquecimiento de biomoléculas y para la eliminacion de las biomoléculas de una muestra
biolégica

El objeto de la invencién es un procedimiento sencillo para el enriquecimiento de biomoléculas y para la eliminacién
(aislamiento) de las biomoléculas de una muestra para un analisis subsiguiente de estas biomoléculas o para un
procesamiento posterior. Las biomoléculas que deben enriquecerse incluyen acidos nucleicos libres de células, virus
o microparticulas subcelulares (por ejemplo, exosomas). El procedimiento es un procedimiento mejorado y mas
sencillo que el procedimiento descrito en la patente DE 10 2008 023 297 B4. El documento WO 2013/124863 A1 da a
conocer un procedimiento para el enriqguecimiento/ separacion de biomoléculas con la ayuda de particulas magnéticas
recubiertas de alginato.

Se conoce que en los fluidos corporales libres de células se encuentran los denominados &cidos nucleicos de libre
circulacion, exosomas, asi como en el caso de una infeccion viral también particulas de virus. Todas estas diferentes
biomoléculas son de gran importancia para el diagnéstico de enfermedades. A este respecto, en particular, los acidos
nucleicos libres de células y los exosomas desempefian un papel cada vez mas importante. Todas estas biomoléculas
también tienen en comun que solo estan presentes en concentraciones muy bajas en los fluidos corporales. Esto
dificulta su uso diagnéstico. La Unica salida consiste en procesar volimenes de muestra mas grandes para tener
disponibles finalmente una cantidad suficiente de biomoléculas. Como muestras iniciales importantes entran en
consideracion, por ejemplo, fluidos corporales como el plasma sanguineo o el suero o incluso la orina.

En la actualidad, existen pocos procedimientos que permitan enriquecer o aislar estas biomoléculas de una muestra
de gran volumen o utilizar a continuacién las biomoléculas enriquecidas para la extraccion de acidos nucleicos.

Asi, por ejemplo, para el enriquecimiento de exosomas a partir de una muestra biolégica, existe la aplicacién de
técnicas de ultracentrifugacion. A este respecto, se produce una acumulacién de exosomas en el fondo del recipiente
de reaccion. Este método esta unido a una ultracentrifugadora y, ademas, requiere mucho tiempo y no es adecuado
para el diagnoéstico de rutina. Ademas, también se utiliza la técnica de la ultrafiltracion. Este método también consume
mucho tiempo y es muy caro. Los procedimientos alternativos consisten en una inmunoprecipitacién de los exosomas
por medio de una immunoplate o por medio de Immunobeads. Este tipo de enriquecimiento de los exosomas también
requiere mucho tiempo y es propenso a fallos y caro debido a los reactivos a utilizar. Ademas, con esta tecnologia
solo se pueden utilizar de 200 a 500 pl de muestra. Para el enriquecimiento de virus se pueden utilizar igualmente
técnicas de ultracentrifugacion. Los procedimientos alternativos consisten en la precipitacion de particulas de virus por
medio de polietilenglicol/ cloruro de sodio y una centrifugacién subsiguiente (Yamamoto et al., Virology 40(1970) 734;
Morandi et al., J.Clin.Microbiol. 36 (1998) 1543-1538). Se utilizan diferentes mezclas de PEG y cloruro de sodio y se
mezclan estos reactivos con la muestra biolégica. A continuacién, la preparacién se incuba durante un tiempo
prolongado en frio y, a continuacién, se obtienen los precipitados de (proteinas de) virus - NaCl/ PEG por
centrifugacién. Estos procedimientos también son complejos y requieren mucho tiempo. Ademas, es problematico el
procesamiento posterior de los precipitados para el aislamiento de los acidos nucleicos virales. A menudo, los
precipitados son muy dificiles de volver a disolver. Esto influye significativamente en la eficiencia y la calidad del
aislamiento de acidos nucleicos. La patente DE 19856415 C2 describe un procedimiento que se vale de la conocida
precipitacion de NaCl/ PEG, donde a continuacién se realiza el aislamiento de los acidos nucleicos de una manera
conocida en si misma a través de la unién a una fase soélida de silicato. No queda claro en qué medida este
procedimiento se diferencia del método suficientemente conocido de la precipitacion de NaCl/ PEG con los problemas
conocidos. Ademas, este procedimiento también requiere una incubacion en frio y una centrifugacion de veinte
minutos. El procedimiento debe permitir aislar acidos nucleicos virales de una muestra de hasta 10 ml. Otra variante
disponible comercialmente, que deberia permitir el procesamiento de hasta 1 ml de muestra, se basa en el
enriguecimiento de acidos nucleicos virales utilizando un detergente especial. A este respecto, una incubacion inicial
de la muestra con un reactivo de lisis conduce a la lisis de los virus. A continuacion, se produce la configuracion de un
"complejo de acido nucleico y detergente". La preparacion se centrifuga y el pellet obtenido se trata a continuacién
proteoliticamente y el acido nucleico a su vez se aisla de una manera conocida en si misma a través de la unién a una
fase solida de silicato (QlAamp UltraSens Virus Handbook). También en este caso se sefialan problemas con la
resuspension del pellet. Ademas, el procedimiento solo permite el procesamiento de muestras con un volumen maximo
de 1 ml.

Para el aislamiento del ADN libre de células circulante a partir de muestras de gran volumen, se procede escalando
todos los componentes tampon necesarios para la extraccion. El experto en la materia sabe que esto conlleva un
enorme gasto de reactivos y tiempo.

El experto en la materia también puede ver que para diferentes biomoléculas (por ejemplo, virus o ADN o particulas
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subcelulares) siempre se necesitan diferentes procedimientos si se quiere concentrar o purificar las biomoléculas de
una muestra.

Un enfoque completamente nuevo para la concentracién de biomoléculas a partir de una muestra biolégica y para la
subsiguiente extraccion de acidos nucleicos se da a conocer en la patente DE 10 2008 023 297 B4.

El procedimiento se basa en el uso de derivados de polisacaridos para una complejacion de las biomoléculas
contenidas en una muestra. Los derivados de polisacaridos son las sales de acidos poliuroénicos. A este respecto, son
especialmente adecuados los llamados alginatos de los acidos alginicos. Los alginatos son elementos estructurantes
en las algas marrones. El alginato es un polisacarido que se compone de acido 1,4-a-L-gulurénico (G) y acido B-D-
manuroénico (M).

- COOH i H “

~ Acido D- Acido L-
<. manurénico gulurGnico 4

»,“;i'
Acidos alginicos

Forma zonas homopoliméricas en las que el acido manurénico o el acido gulurénico esta presente como bloque.

Los alginatos se utilizan en las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética, por ejemplo, como agentes gelificantes
en la industria alimentaria, como agentes de apresto para textiles, para la producciéon de papel fotografico o en la
practica dental para la produccion de impresiones dentales y maxilares.

La patente describe el uso de la capacidad de los alginatos para gelificarse en soluciones con bajo contenido de calcio
y formar los llamados hidrogeles. La causa de la gelificacién se debe al almacenamiento de iones de calcio en la
estructura en zigzag de los bloques GG. En esta zona se deposita entonces la estructura en zigzag de otra molécula
de alginato. Esto conduce de este modo a la formacién de estructuras tridimensionales. La configuracion de geles
también se realiza en combinacién con acidos fuertes. Ademas, las estructuras de gel resultantes también se pueden
destruir de nuevo de forma especifica.

Aprovechando la configuracion de geles de alginato, el enriquecimiento de biomoléculas se puede realizar de forma
facil y rapida y, a continuacion, se puede llevar a cabo el aislamiento de acidos nucleicos.

El desarrollo del procedimiento se describe de la siguiente manera:

1. Mezcla de una solucién acuosa de alginato con una muestra biolégica liquida

2. Adicion de una solucién acuosa que induce la configuracion de gel/pellet (por ejemplo, uso de una solucién de
cloruro de calcio 1 M o una solucién de acido clorhidrico al 1%)

3. Mezcla de la muestra e incubacién breve a temperatura ambiente

4. Centrifugacién de la muestra y eliminacién del sobrenadante

5. Disolucién del pellet o particula de gel y, por lo tanto, liberaciéon de las biomoléculas y, si es necesario,
aislamiento directo del ADN o el ARN de un modo o0 manera conocidos en si mismos.

El procedimiento revelado en la patente es extremadamente eficiente y permite utilizar muestras de gran volumen de
forma rapida y sencilla para el enriqguecimiento de biomoléculas.

Sin embargo, el procedimiento descrito muestra una gran desventaja. La automatizacién del proceso es dificil de llevar
a cabo. Esto se debe al hecho de que el paso de enriquecimiento siempre debe realizarse por medio de centrifugacion.
De manera conocida, la integracién de un paso de centrifugacién en un proceso automatizado no es facil de
implementar y, ademas, aumenta significativamente el coste de una maquina automatica.

Objeto de la invencion

La invencién tenia el objetivo de eliminar las desventajas de las soluciones técnicas conocidas. La presente invencién
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se define mediante las reivindicaciones.
Solucion del objeto

El objetivo se ha logrado segun las caracteristicas de las reivindicaciones. El procedimiento segun la invencién permite
enriguecer biomoléculas (también a partir de muestras de gran volumen) y liberar a continuacion las biomoléculas o,
dado el caso, aislar de ellas acidos nucleicos (ADN y ARN) o liberar los acidos nucleicos.

El procedimiento permite implementar todos los pasos de proceso necesarios de forma sencilla y rapida en un proceso
automatizado. Sorprendentemente, esto se puede llevar a cabo de una manera muy simple, sin un paso de
centrifugacion.

El procedimiento se basa en el procedimiento conocido de mezclar una muestra liquida biolégica con una solucion de
alginato y con sales de cationes divalentes o polivalentes (por ejemplo, sales de calcio, zinc o aluminio) o con un acido.
Pero, el enriquecimiento de las biomoléculas no se realiza a continuacién mediante un paso de centrifugacion. Se
afiaden particulas magnéticas o paramagnéticas a la muestra. A este respecto, no desemparia ningun papel de qué
tipo de particulas se trate. Tanto el tamafio de las particulas como su funcionalizacién son de importancia secundaria.
Por lo tanto, se pueden utilizar nanoparticulas, microparticulas o particulas mas grandes. Para una facil separacion de
las particulas, las particulas magnéticas son las mas adecuadas. En este caso, las particulas se separan por medio
de un iman y se elimina el sobrenadante de la muestra. Después de eliminar el sobrenadante de la muestra, las
biomoléculas a enriquecer (particulas subcelulares, virus o acidos nucleicos) se encuentran completamente en un
complejo de gel de alginato y particulas magnéticas o paramagnéticas. Sorprendentemente, este enriquecimiento se
realizé sin la centrifugacion mencionada en la patente DE 10 2008 023 297 B4. La liberacién de las biomoléculas
complejas se puede realizar ahora mediante la adicion de reactivos que destruyen de nuevo la estructura del gel de
alginato y, por lo tanto, liberan las biomoléculas complejas. Esto se puede realizar, por ejemplo, por medio de una
solucién tampoén que contiene un agente quelante (EDTA) o también por medio de la adicion de una solucion de citrato
de trisodio dihidrato. Tras la adicién de estos reactivos se realiza una breve resuspension de las particulas y una
incubacién. La incubacién sirve para disolver la estructura del gel de alginato y la liberacion de las biomoléculas. A
continuacion, las particulas magnéticas o paramagnéticas se separan mediante la aplicaciéon de un campo magnético.
El sobrenadante resultante contiene las biomoléculas, que se pueden preparar o analizar posteriormente.

Por lo tanto, el procedimiento no requiere un paso de centrifugacion y se puede llevar a cabo de forma extremadamente
sencilla y completamente automatizada. Esto permite, por primera vez, procesar grandes volimenes de muestras de
forma eficiente y rapida.

El procedimiento segln la invencién muestra ademas otra ventaja . En una forma de realizacion especial, se pueden
seleccionar las particulas utilizadas para la separacion de tal manera que estas sean capaces de unir acidos nucleicos.
Esto significa que las particulas sirven, por un lado, para la separacion del complejo de biomolécula y alginato y, a
continuacion, también para la extraccion de acidos nucleicos de alta pureza. Este procedimiento es importante en
particular cuando los llamados acidos nucleicos circulantes libres de células deben enriquecerse a partir de una
muestra libre de células y aislarse a continuacién. Para ello, se afiade a la muestra (suero, plasma, orina, etc.) una
solucion de alginato y una soluciéon acuosa que contiene sales de cationes divalentes o polivalentes (por ejemplo,
cloruro de calcio o cloruro de aluminio) o un acido débil, asi como particulas paramagnéticas o0 magnéticas. Estas
particulas se seleccionan de modo que, en condiciones especificas, sean capaces de unirse a los acidos nucleicos.
Tales particulas son conocidas por el experto en la materia y se utilizan en la rutina para el aislamiento de acidos
nucleicos. Después de afiadir estos componentes, el preparado se mezcla brevemente y se incuba durante algunos
minutos a temperatura ambiente. A continuacién, las particulas se separan por medio de un iman y se elimina el
sobrenadante de la muestra. Después de eliminar el sobrenadante, las particulas (el complejo de particulas y gel de
alginato) se mezclan con un tampén que permite una destruccion del complejo de gel y alginato. Para ello, las
particulas se resuspenden y la preparacion se incuba durante algunos minutos. En este caso, también se pueden
afiadir otros aditivos al tampén, como enzimas proteoliticas, etc. La incubacion se puede realizar a temperatura
ambiente o también a temperaturas mas altas, preferentemente de 50 °C a 70 °C. Después de la liberacion del acido
nucleico complejo libre de células, este se une a las particulas magnéticas o paramagnéticas. Esto se puede realizar
mediante el tampén utilizado. Preferentemente, la unién del ADN se efectia mediante la adicién de un tampén de
unién. Como tampén se pueden emplear combinaciones de reactivos, que son conocidas por el experto en la materia
de la patente DE 10 2008 023 297 B4. Es importante destacar que el primer tampén permite la destruccion de la
estructura del gel de alginato y una unién subsiguiente del ADN liberado, solo 0 en combinacién con un tampé6n de
unién adicional.

También es posible utilizar, ademas del tampén de lisis, un tampoén de unién que permita lograr una selectividad con
respecto a los acidos nucleicos que se van a purificar (fraccionamiento por tamarfio o separacion de ADN y ARN). El
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experto en la materia conoce el proceso de extraccion adicional. Los acidos nucleicos unidos a las particulas se lavan
y los &cidos nucleicos se separan finalmente de las particulas mediante la adicién de agua o mediante la adicion de
un tampon de sal baja.

Por medio del procedimiento segun la invencién, todo el proceso también se puede llevar a cabo de forma
automatizada, comenzando con el enriquecimiento de biomoléculas hasta la extraccion final de acidos nucleicos de
alta pureza. Ya no es necesario un paso de centrifugacion. Esto significa una ventaja decisiva sobre el procedimiento
dado a conocer en la patente DE 10 2008 023 297 B4. Ademas, por medio del procedimiento segun la invencion se
puede procesar de facto cualquier volumen de muestra y, por lo tanto, no esta limitado a volimenes pequefios v,
ademas, es facil de automatizar. Los volimenes de las muestras de partida liquidas se pueden seleccionar a voluntad,
lo que permite una gama muy amplia de aplicaciones. Por ejemplo, se puede trabajar con muestras de 500 ul o también
de 10 ml. Por lo tanto, hay una enorme variedad de aplicaciones.

El procedimiento segin la invenciéon también es adecuado para aislar en general &cidos nucleicos de una muestra. Si
los acidos nucleicos a aislar no estan presentes como acidos nucleicos libres, entonces la muestra se puede lisar en
una forma conocida en si misma. Los acidos nucleicos asi liberados de la muestra se aislan a continuacién de nuevo
conforme al procedimiento segln la invencién. Una vez mas, después de disolver la estructura del gel de alginato (que
contiene el acido nucleico enriquecido), se puede llevar a cabo una purificacién "clasica" de los acidos nucleicos o,
después de disolver la estructura del gel de alginato por medio de un tampon basico de sal baja, utilizar la solucién
obtenida directamente para una reaccién de PCR.

La invencién se explica con mas detalle a continuacion mediante ejemplos de realizacion.

Ejemplo de realizacion 1: Enriquecimiento de ADN libre de células a partir de una muestra de plasma de 1 ml.
Comprobacion de la combinacion necesaria de solucion de alginato, reactivo para la configuraciéon de un gel
de alginato, asi como particulas separables por medio de un campo magnético

La muestra de partida para el enriquecimiento fue plasma humano. La muestra de plasma se centrifugd nuevamente
durante 10 minutos antes de la aplicacion para eliminar las células eventualmente aln presentes. Se siguio trabajando
con el sobrenadante. Se probaron tres procedimientos diferentes.

Muestra 1: Se afiadieron 30 pl de una solucion de alginato al 0,5% a la muestra y se mezclo brevemente la preparacion.
A continuacion, se afiadieron 150 ul de una solucién 1 molar de cloruro de calcio, asi como 50 ul de una suspension
de particulas magnéticas (suspension MAG; Analytik Jena AG).

Muestra 2: Se afiadieron 30 pl de una solucion de alginato al 0,5% a la muestra y se mezclo brevemente la preparacion.
A continuacién, se afiadieron 50 pl a una suspension de particulas magnéticas (suspension MAG; Analytik Jena AG).

Muestra 3: Se afiadieron 150 de una solucion de cloruro de calcio 1 molar a la muestra y se mezclé brevemente la
preparacion. A continuacion, se afiadieron 50 pl a una suspension de particulas magnéticas (suspension MAG; Analytik
Jena AG).

A continuacién, las muestras se procesaron de la siguiente manera.

La preparacion se mezcld brevemente y se incub6 durante 10 minutos. A continuacién, se llevo a cabo la separacion
de las particulas magnéticas por medio de un iman. Se eliminé el sobrenadante y las particulas magnéticas se lavaron
con 1 ml de agua. Después de la nueva separacion de las particulas magnéticas, se eliminé completamente el
sobrenadante.

Se afiadieron 400 ul de tampon (4 M de tiocianato de guanidina, EDTA) y 20 ul de proteinasa K (20 mg/ml) al complejo
de ADN, gel de alginato y particulas magnéticas y se resuspendi6 la preparacion con una pipeta. A continuacion, se
realizé una incubacién durante 15 min a 70 °C.

Este paso sirvid para destruir el complejo de ADN, gel de alginato y particulas y, por lo tanto, para liberar el ADN
complejo. A continuacién, se realizé la adicion de 400 pl de un tampén de unién (isopropanol/ tritdn X-100) y una nueva
mezcla de las particulas, asi como una incubacion durante 2 min. Este paso sirvid para unir el ADN a las particulas. A
continuacién, se separaron las particulas magnéticas y se descartd el sobrenadante. Las particulas se lavaron a
continuacién con tampones de lavado alcohélicos conocidos por el experto en la materia y se secaron finalmente. En
el ultimo paso, el ADN unido se separ6 de las particulas mediante la adicion de 50 pl de H20 y se transfirié a un nuevo
recipiente de reaccion.



ES 2967 082 T3

La deteccion del enriquecimiento y extraccion subsiguiente de ADN libre de células se realizé mediante PCR en tiempo
real. Para ello, se amplificd una secuencia objetivo especifica del ser humano del receptor de estrégeno 1.

Protocolo PCR en tiempo real para la amplificacion de la secuencia objetivo especifica del ser humano
5
(Receptor de estrégeno 1).
Cebador de sentido (5'- CGC CGC CAA CGC GCA GGT CTA-3")
Cebador antisentido (5'- AGC CGA ACG CCG CAG CCT CA-3)
10 1 sonda (5'-FAM CCT CCC CTA CGG CCC CGG G-BHQ1-3")
Carga de reaccion

Por muestra:

15

cebador de sentido (50 pmol/ul) 0,1 ul
cebador antisentido (50 pmol/ ul) 0,1 ul
sonda (25 pmol/ul 0,1 ul
mezcla dNTP (12,5 mM) 0,3 ul

10X tampén de PCR (MgCI2 incluido) 1,5l

Taq ADN polimerasa 0,75U
Grado PCR H20 afiadir 15 pl

Condiciones de amplificacién/hibridacion

Paso 1:
Desnaturalizacién 95°C 120°
Paso 2:
Amplificacion 45 ciclos
95°C 4"
(Medicién) 65°C 45"

20 BResultado PCR

Los resultados en la figura 1 muestran que solo la combinacion de solucién de alginato, reactivo para la configuracion
de un gel de alginato, asi como particulas separables por medio de un campo magnético permite un enriqguecimiento
y extraccion subsiguiente de ADN (curvas negras). Esto demuestra que el primer paso es la complejaciéon del ADN

25 libre con el gel de alginato que se configura y que las particulas afiadidas se combinan con este complejo. Por lo tanto,
se puede separar el complejo de ADN, gel de alginato y particulas mediante la aplicacién de un campo magnético. Por
lo tanto, no es necesaria una centrifugacion, como se describe en la patente DE 102008023297B4.

Ejemplo de realizacion 2: Enriquecimiento de ADN libre de células a partir de una muestra de plasma de 1 ml
30 y 5 mly extraccion subsiguiente de ADN

La muestra de partida para el enriquecimiento fue plasma humano. La muestra de plasma se centrifugé nuevamente
durante 10 minutos antes de la aplicacion para eliminar las células eventualmente aln presentes. Se siguio trabajando
con el sobrenadante.
35
La muestra de 1 ml se tratd de la siguiente manera. Se afiadieron 30 pl de una solucion de alginato al 0,5% a la
muestra y se mezcldé brevemente la preparacién. A continuacién, se afiadieron 150 pl de una solucién 1 molar de
cloruro de calcio, asi como 50 ul de una suspension de particulas magnéticas (suspension MAG; Analytik Jena AG).
La preparacion se mezcld brevemente y se incub6 durante 10 minutos. A continuacién, se llevo a cabo la separacion
40 de las particulas magnéticas por medio de un iman. Se eliminé el sobrenadante y las particulas magnéticas se lavaron
con 1 ml de agua. Después de la nueva separacion de las particulas magnéticas, se eliminé completamente el
sobrenadante.

Se afiadieron 400 pl de tampoén (4 M de tiocianato de guanidina, EDTA) y 20 ul de proteinasa K (20 mg/ml) al complejo
45 de ADN, gel de alginato y particulas magnéticas y se resuspendio la preparacién con una pipeta. A continuacion, se
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realizé una incubacion durante 15 min a 70 °C.

Este paso sirvid para destruir el complejo de ADN, gel de alginato y particulas y, por lo tanto, para liberar el ADN
complejo. A continuacion, se realiz6 la adicién de 400 yl de un tampén de union (isopropanol/ triton X- 100) y una
nueva mezcla de las particulas, asi como una incubacion durante 2 min. Este paso sirvié para unir el ADN a las
particulas. A continuacion, se separaron las particulas magnéticas y se descartd el sobrenadante. Las particulas se
lavaron a continuacién con tampones de lavado alcohdlicos conocidos por el experto en la materia y se secaron
finalmente. En el dltimo paso, el ADN unido se separ6 de las particulas mediante la adiciéon de 50 ul de H20 y se
transfirid a un nuevo recipiente de reaccion.

La muestra de 5 ml se trato de la siguiente manera. La muestra se transfiri¢ a un recipiente de reacciéon de 15 ml. Se
afiadieron 150 ul de una soluciéon de alginato al 0,5% a la muestra y se mezclé brevemente la preparacion. A
continuacion, se afiadieron 600 pl de una solucién 1 molar de cloruro de calcio, asi como 100 pl de una suspension
de particulas magnéticas (suspension MAG; Analytik Jena AG). La preparacion se mezclé brevemente y se incubd
durante 10 minutos. A continuacién, se llevo a cabo la separacién de las particulas magnéticas por medio de un iman.
Se eliminé el sobrenadante y las particulas magnéticas se lavaron con 5 ml de agua. Después de la nueva separacion
de las particulas magnéticas, se eliminé completamente el sobrenadante.

Se afiadieron 400 pl de tampoén (4 M de tiocianato de guanidina, EDTA) y 20 ul de proteinasa K (20 mg/ml) al complejo
de ADN, gel de alginato y particulas magnéticas y se transfirié la preparacion con una pipeta a un recipiente de reaccion
de 1,5 ml con una pipeta. A continuacion, se realizé una incubacién durante 15 min a 70 °C.

Este paso sirvid para destruir el complejo de ADN, gel de alginato y particulas y, por lo tanto, para liberar el ADN
complejo. A continuacion, se realiz6 la adicién de 400 yl de un tampén de union (isopropanol/ triton X- 100) y una
nueva mezcla de las particulas, asi como una incubacion durante 2 min. Este paso sirvié para unir el ADN a las
particulas. A continuacion, se separaron las particulas magnéticas y se descartd el sobrenadante. Las particulas se
lavaron a continuacién con tampones de lavado alcohdlicos conocidos por el experto en la materia y se secaron
finalmente. En el dltimo paso, el ADN unido se separ6 de las particulas mediante la adiciéon de 50 ul de H20 y se
transfirid a un nuevo recipiente de reaccion.

La deteccion del enriquecimiento y extraccion subsiguiente de ADN libre de células se realizé mediante PCR en tiempo
real. Para ello, se amplifico una secuencia objetivo especifica del ser humano del receptor de estrégeno 1).

Resultados PCR en tiempo real

Protocolo PCR en tiempo real para la amplificacion de la secuencia objetivo especifica del ser humano (receptor de
estrégeno 1). Protocolo véase el ejemplo 1.

Muestra Valores Ct

1 ml de muestra (curva roja) 35/ 34,95

Muestra de 5 ml (curva negra) 32,25/ 32,30

Como muestran los resultados de la figura 2, de la muestra de 5 ml se enriquece y posteriormente se aisla mas ADN
que de la muestra de 1 ml. Por lo tanto, el procedimiento segun la invencién también es adecuado para el
enriguecimiento y la extraccion de ADN libre de células a partir de muestras de gran volumen.

Ejemplo de realizacién 3: Enriquecimiento de ADN gendmico a partir de una solucion acuosa (1 ml) y liberacion
directa de ADN genémico sin mas extraccion de ADN. Comparacion del procedimiento segun la invencion con
el procedimiento de la patente DE 102008023297 B4

La muestra inicial para el enriquecimiento era una solucién acuosa que contenia ADN genomico. El enriquecimiento
se realiz6 por medio del procedimiento de la patente DE 102008023297 B4, asi como por medio del procedimiento
segun la invencion sin un paso de centrifugacion. Para el procedimiento de la patente se utilizé el producto comercial
PME free-circulating DNA Extraction Kit (Analytik Jena AG). El procedimiento segun la invencién se llevo a cabo de la
siguiente manera.

Se afiadieron 30 yl de una solucién de alginato al 0,5% a la muestra y se mezclo brevemente la preparaciéon. A

continuacion, se afiadieron 150 ul de una solucién 1 molar de cloruro de calcio, asi como 50 yl de una suspensién de
particulas magnéticas (suspensiéon MAG; Analytik Jena AG). La preparacién se mezcldé brevemente y se incubd
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durante 5 minutos. A continuacion, se llevo a cabo la separacion de las particulas magnéticas por medio de un iman.
Se eliminé el sobrenadante y las particulas magnéticas se lavaron con 1 ml de agua. Después de la nueva separacion
de las particulas magnéticas, se eliminé completamente el sobrenadante. El complejo de ADN de ADN, gel de alginato
y particulas magnéticas se destruyé a continuacion para liberar el ADN. Para ello, se afiadieron 50 ul de una solucién
de citrato de sodio de 50 mM a las particulas y se resuspendioé la preparacion con una pipeta. Después de una corta
incubacién, las particulas magnéticas se separaron y el sobrenadante se transfiri® a un nuevo recipiente y a
continuacién se mezclé con 50 ul de agua. La verificacion de si el ADN gendmico de la muestra también se enriquecio
sin centrifugacion se realizé en un gel de agarosa. Como muestra la representacion electroforética en gel, ambos
procedimientos permitieron concentrar el ADN gendémico de la muestra de 1 ml. A este respecto, el procedimiento
segun la invencién impresiona por su simplicidad, ya que ya no se necesitaban pasos de centrifugacion.

Ejemplo de realizacion 4: Enriquecimiento de virus y extraccion subsiguiente del acido nucleico viral

La muestra de partida para el enriquecimiento fue plasma humano. Se afadié virus de la fiebre amarilla inactivado a
la muestra de plasma. Para el enriquecimiento de los virus se utilizé 1 ml de muestra. La muestra de 1 ml se trat6 de
la siguiente manera. Se afiadieron 30 ul de una solucion de alginato al 0,5% a la muestra y se mezcl6 brevemente la
preparacion. A continuacion, se afiadieron 150 yl de una solucién 1 molar de cloruro de calcio, asi como 50 yl de una
suspensién de particulas magnéticas (suspension MAG; Analytik Jena AG). La preparacién se mezclé brevemente y
se incub6 durante 10 minutos. A continuacion, se llevo a cabo la separacion de las particulas magnéticas por medio
de un iman. Se elimino el sobrenadante y las particulas magnéticas se lavaron con 1 ml de agua. Después de la nueva
separacion de las particulas magnéticas, se elimindé completamente el sobrenadante.

Se afiadieron 400 pl de tampoén (4 M de tiocianato de guanidina, EDTA) y 20 ul de proteinasa K (20 mg/ml) al complejo
de ADN, gel de alginato y particulas magnéticas y se resuspendi6 la preparacion con una pipeta. A continuacion, se
realizé una incubacién durante 15 min a 60 °C.

Este paso sirvi6 para destruir el complejo del virus, gel de alginato y particulas y, por lo tanto, la liberacién de los virus
complejos y la destruccion para liberar el &cido nucleico viral (ARN viral). A continuacion se realizé la adicion de 400
ml de un tampén de unién (tiocianato de guanidina/ isopropanol/ tritbn X-100) y una nueva mezcla de las particulas,
asi como una incubacién durante 2 min. Este paso sirvid para unir el ARN viral a las particulas. A continuacion, se
separaron las particulas magnéticas y se descarté el sobrenadante. Las particulas se lavaron a continuacién con
tampones de lavado alcohoélicos conocidos por el experto en la materia y se secaron finalmente. En el Ultimo paso, el
ADN unido se separ6 de las particulas mediante la adicién de 50 yl de H20 y se transfirié a un nuevo recipiente de
reaccion.

La comprobacién del enriquecimiento de particulas virales y la extraccion subsecuente del ARN viral se realizé por
medio de una PCR en tiempo real especifica del virus de la fiebre amarilla.

Resultados PCR en tiempo real

Protocolo PCR en tiempo real para amplificar la region de no codificacion 5’ del virus de la fiebre amarilla
YFallF: (5'-GCT AAT TGA GGT GYA TTG GTC TGC-3")
YFallR (5'-CTG CTA ATC GCT CAA MGA ACG-3)
YFallP (5'-FAM-ATC GAG TTG CTA GGC AAT AAA CAC-BHQ1-3)

Carga de reaccion

Por muestra:

YFallF (50 pmol/ pl) 0,1

YFallR (50 pmol/pl) 0,1 ul

YFallP (25 pmol/ul) 0,1 ul

Mezcla dNTP (12,5 mM) 0,3 ul

10X tampén de PCR (MgClz incluido) 1,5 pl

Taq ADN polimerasa 0,75 U

Grado PCR H20 afiadir hasta 15 pl

Condiciones de amplificacién/hibridacion

Paso 1:
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Desnaturalizacio

n 95°C 120 seg.
Paso 2:
Amplificacion 45 ciclos
95°C 4 seg.
(Medicion) 65°C 45 seg.
Resultados PCR
Muestra Valores Ct
1 ml de muestra
(azul) 28,8/ 28,9
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para el enriquecimiento de biomoléculas y para la eliminacion de las biomoléculas de una
muestra biologica, caracterizado porque - en presencia de particulas magnéticas o paramagnéticas - una muestra
bioldégica se mezcla con una solucion de alginato y con sales de cationes divalentes o polivalentes o con un acido,
donde se forma un complejo de biomoléculas de gel de alginato en las particulas, este se elimina de la muestra por
separacion de las particulas y a partir del cual a continuacion se liberan las biomoléculas o los ingredientes de las
biomoléculas.

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, caracterizado porque como sales de cationes divalentes o
polivalentes se utilizan sales de calcio, zinc 0 aluminio.

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque las biomoléculas
son acidos nucleicos libres de células, virus o microparticulas subcelulares.

4. Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque en el caso de
particulas magnéticas, la separacion de las particulas con el complejo de biomoléculas de gel de alginato se realiza a
través de un iman.

5. Procedimiento seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la liberacion de
las biomoléculas se realiza mediante la disolucién del complejo de biomoléculas de gel de alginato que se encuentra
en las particulas, donde las particulas y las biomoléculas se liberan.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5, caracterizado porque la disolucién del complejo de
biomoléculas de gel de alginato se realiza mediante citrato de trisodio dihidrato o mediante agentes quelantes,
preferentemente EDTA.

7. Procedimiento segun la reivindicacién 5 o 6, caracterizado porque después de la disolucion del
complejo de biomoléculas de gel de alginato que se encuentra en las particulas se realiza una resuspensién de las
particulas y una incubacién y se separan las particulas.

8. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para el enriquecimiento de acidos
nucleicos y para la eliminacion de los acidos nucleicos de una muestra biolégica, caracterizado porque las particulas
en las que se ha formado el complejo de acido nucleico y gel de alginato, después de su disolucion, sirven
simultaneamente para la unién de los acidos nucleicos liberados del complejo.

9. Procedimiento segun la reivindicacién 8, caracterizado porque después de la disolucion del complejo
de acido nucleico de gel de alginato y la resuspension de las particulas se afiade un tampén de unién para la unién
de los acidos nucleicos a las particulas y el aislamiento subsiguiente de los acidos nucleicos se realiza de una manera
conocida.

10. Kit para llevar a cabo el procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende
a) una solucion de alginato
b) al menos una sal de cationes divalentes o polivalentes o un acido
¢) particulas
d) medios para la separacion de las particulas que han formado un complejo de a) y b) con biomoléculas
e) medios de liberacién de biomoléculas que estan unidas en un complejo de a), b) y c), preferentemente agentes
quelantes
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