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DESCRIPCION

Método de utilizacion de un sistema acuoso bifasico para el aislamiento, purificacion y/o concentracion de
fragmentos cortos de acidos nucleicos

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] Esta invencién se refiere a un método para el aislamiento, concentracién y/o purificacion de fragmentos
cortos de acidos nucleicos en un sistema acuoso bifasico (ATPS). En particular, la presente invencion
proporciona un método y componentes ATPS para el aislamiento, concentracion y/o purificacion de fragmentos
cortos de acidos nucleicos a partir de materiales biologicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Desde el descubrimiento de la reaccion en cadena de la polimerasa, o simplemente PCR, en 1983, se han
secuenciado genomas completos y numerosos descubrimientos en la comprension fundamental de las ciencias
de la vida y avances médicos clave han sido posibles gracias a ello. Han nacido campos enteros de innovaciones
tecnologicas para hacer que la PCR sea mas eficiente, mas efectiva y menos costosa. Y debido a que los acidos
nucleicos son tanto las entradas como las salidas de la PCR, se han realizado y se siguen realizando esfuerzos
incansables para que su preparacioén y analisis aguas abajo sean mas exactos, precisos, rapidos y rentables.

[0003] La ganancia marginal para la eficiencia esta alcanzando una meseta con un rendimiento decreciente de la
escala. Este cuello de botella es especialmente evidente cuando se necesita aislar pequefios fragmentos de
acidos nucleicos de menos de 250 pares de bases (pb) de longitud. Un campo en el que la necesidad de aislar,
purificar y concentrar pequefios fragmentos de acidos nucleicos (NA) es el reciente advenimiento en el campo de
la biopsia liquida. La biopsia liquida se basa en la captura y amplificacion de ADN circulante (cfADN),
especificamente ADN tumoral circulante (ctADN), obteniendo asi un diagndstico precoz de tumorigénesis o
recurrencia de cancer en pacientes que estan en remision. EI ADN tumoral circulante (ctADN tumoral circulante)
es un tipo de fragmento de ADN derivado de las células tumorales que tienen el tamafio de entre 100 y 300
pares de bases. El ADN circulante (cfADN) liberado por las células tumorales preserva las caracteristicas de la
cuestion de origen. El analisis y estudio del cfADN permite la caracterizacion genética del tumor mediante un
proceso no invasivo en comparacion con la biopsia convencional. El analisis de cfADN es un método alternativo
no invasivo y rapido para detectar y monitorizar las alteraciones gendmicas a lo largo del curso de la
enfermedad. Las técnicas disponibles permiten la extraccion de ADN de células/tejidos de diferentes origenes.
Se pueden utilizar diferentes protocolos, comercializados como "kits" que se pueden utilizar para extraer acidos
nucleicos de diferentes materiales (fluidos bioldgicos, cultivos celulares, muestras de tejido fresco o congelado).
La concentracion de cfADN suele ser muy baja y el cfADN esta muy fragmentado con un fragmento de pico corto
(por ejemplo, menor de 250 pb). En particular, los acidos nucleicos de aproximadamente 160-165 pb
generalmente aparecen en la orina, que es un tipo de muestra mas deseable para la biopsia liquida. Por lo tanto,
el método de extraccién para el aislamiento de cfADN de muestras biologicas puede afectar significativamente el
rendimiento del cfADN, lo que puede afectar aun mas las caracteristicas de diferentes pruebas y grados de
validacion clinica.

[0004] El desafio aqui es aislar, purificar y concentrar los fragmentos poco comunes y escasos de acidos
nucleicos en un fondo complejo de matriz biolégica. Muchas veces el rendimiento de los fragmentos relevantes
es tan bajo que los resultados posteriores de la PCR pueden no tener suficiente sensibilidad diagnostica y
especificidad. Por lo tanto, es de suma urgencia que se desarrolle un método nuevo y mas efectivo de
aislamiento, purificacion y concentracion de fragmentos de acidos nucleicos menores de 250 pb.

[0005] Se han desarrollado una variedad de métodos diferentes para el aislamiento de acidos nucleicos de
muestras biologicas, por ejemplo, métodos que implican la adsorcién selectiva de acidos nucleicos en un sustrato
y métodos que implican la eliminacion de contaminantes de acidos nucleicos solubles. Los métodos de
purificacién actualmente disponibles se basan en el uso de fenol/cloroformo, salazén, el uso de sales caotropicas
y resinas de silice, el uso de resinas de afinidad, la cromatografia de intercambio i6nico y el uso de perlas
magnéticas como se describe en las patentes de EE. UU n.° 5.057.426, 4.923.978, las patentes EP 0512767 Al y
EP 0515484B y WO 95/13368, WO 97/10331 y WO 96/18731.

[0006] También se conocen procesos para purificar el ADN plasmidico mediante el sistema acuoso bifasico
(ATPS) que se describe en W02004/106516 y Purification of plasmid DNA vectors by aqueous two-phase
extraction and hydrophobic interaction chromatography, Journal of Chromatography A, 1082 (2005), 176-184.
Ambos procesos revelaron el uso de ATPS para la purificacion del ADN plasmidico, pero ninguno de ellos fue
disefiado para aislar acidos nucleicos con una longitud de 250 pb o menos. No se espera que los procesos
existentes para purificar moléculas grandes de acidos nucleicos sean capaces de purificar acidos nucleicos
cortos de 250 pb o menos con suficiente pureza para un rendimiento satisfactorio de las aplicaciones posteriores.
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[0007] La necesidad de preparar muestras biologicas especificamente para aislar, purificar y concentrar
fragmentos de acidos nucleicos de 250 pb o menos es muy importante tanto en el ambito de la investigacion
como en el de la industria, pero esta necesidad no se satisface en gran medida con los métodos existentes.
Aunque se han descrito varios métodos de uso de diferentes formulaciones quimicas para lograr la separacion
de especies en sistemas acuosos, no se ha intentado con éxito utilizar tales posibilidades para el aislamiento,
purificacién y concentracion de fragmentos de acidos nucleicos de 250 pb o menos de una manera eficiente en el
tiempo, rentable, sencilla y rapida que también ofrezca rendimientos superiores, que la presente invencion ha
demostrado haber logrado.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0008] La presente invencion se refiere al aislamiento, concentracién y/o purificacion de fragmentos cortos de
acidos nucleicos en un sistema acuoso bifasico (ATPS). En una realizacion, la presente invencién proporciona un
método de uso de un ATPS para el aislamiento, concentracién y/o purificacion de fragmentos cortos de acidos
nucleicos que tienen aproximadamente 250 pares de bases (pb) o menos. En una realizacion, la presente
invencion proporciona una composicién para la purificacion de fragmentos cortos de acidos nucleicos que tienen
aproximadamente 250 pares de bases o menos a partir de materiales bioldgicos que contienen acidos nucleicos.
En oftra realizacion, la presente invencion proporciona un uso de ciertas sales y/o polimeros en un ATPS para la
purificacién de fragmentos cortos de acidos nucleicos que tienen aproximadamente 250 pares de bases o menos
a partir de acidos nucleicos que contienen materiales biolégicos.

BREVE DESCRIPCION DEL DIBUJO

[0009] Las figuras 1A y IB muestran la separacion de fases inducida por la adicion de polimero y sal. El tubo de
la figura 1A consta de dos fases separadas con una relacion de volumen de fase superior/inferior de 1:1. El tubo
de la figura IB muestra dos fases separadas con una relacion de volumen de fase superior/inferior de 9:1. Al
ajustar los componentes ATPS, la relacion de volumen de la fase superior con respecto a la fase inferior se
puede cambiar de 1: 1 a 9: 1, y se puede alterar ain mas para concentrar una molécula diana en la fase con un
volumen mas pequefio. La figura IB muestra un escenario tipico en el que la molécula diana se concentré en la
fase inferior (se muestra en color mas oscuro).

La figura 2 muestra una imagen de electroforesis en gel de ADN purificado segun una realizacion de la presente
invencion.

La figura 3 muestra una imagen de electroforesis en gel de acidos nucleicos de diferentes tamafios divididos en
dos fases diferentes de acuerdo con una realizacion de la presente invencion.

La figura 4 muestra el % de recuperacion de ADN de diferentes tamafios extraido de acuerdo con una realizacién
de la presente invencion.

La figura 5 compara el % de recuperacion de ADN de diferentes tamafios extraido segun una realizacion de la
presente invencion y por el mini kit QlAamp Blood DNA.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0010] En la siguiente descripcion, se describen varias realizaciones de la invencion. A efectos de explicacion, se
establecen configuraciones y detalles especificos para proporcionar una comprensién profunda de las
realizaciones. Ademas, para las formas plurales o singulares de una palabra y en la medida en que las
orientaciones de las realizaciones se describen como "arriba", "abajo", "delante", "detras", "izquierda", "derecha"
y similares, estos términos son para ayudar al lector a comprender las realizaciones y no pretenden ser limitantes
fisicamente. Es evidente para una persona experta en la técnica que la presente invencion puede practicarse sin
detalles especificos. La invencidn se entendera mejor por referencia a los ejemplos que siguen, pero los expertos
en la técnica apreciaran facilmente que los ejemplos especificos son solo para fines ilustrativos y no deben limitar
el alcance de la invencién que se define por las reivindicaciones que siguen a continuacion. Cabe sefialar que el
término transitorio "que comprende” o "que incluye", que es sindnimo de "que contiene" o "se caracteriza por", es
inclusivo o abierto y no excluye elementos o pasos de método adicionales no recitados.

[0011] En la presente invencion, se ha adaptado un sistema acuoso bifasico (ATPS) para el aislamiento,
concentracién y/o purificacién de fragmentos cortos de acidos nucleicos que tienen aproximadamente 250 pares
de bases (pb) o menos a partir de diversos materiales biolégicos.

[0012] En una realizacion, la presente invencion proporciona un método de uso de un sistema acuoso bifasico
(ATPS) para el aislamiento, concentracion y/o purificacion de fragmentos cortos de acidos nucleicos que tienen
aproximadamente 250 pares de bases (pb) o menos. En una realizacién, el método comprende los pasos de

a) proporcionar una composicion ATPS; y
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b) poner en contacto o mezclar dicha composicion ATPS con una solucion de muestra que comprende los
fragmentos cortos de acidos nucleicos;

c) permitir que una mezcla de dicha ATPS y la solucion de muestra se separe en una primera fase y una
segunda fase;

donde los fragmentos cortos de acidos nucleicos se dividen en la solucion de primera fase o la solucion de
segunda fase, aislando y concentrando asi los fragmentos cortos de acidos nucleicos.

[0013] En una realizacion, la presente invencidon proporciona una composicién para aislar y concentrar
fragmentos de acidos nucleicos de 250 pb o menos de una muestra, la composicion comprende un componente
de primera fase y un componente de segunda fase capaz de formar un sistema acuoso bifasico (ATPS) cuando
los componentes se disuelven en una solucién acuosa; el componente de la primera fase es un polimero que se
disuelve en una primera fase y el componente de la segunda fase es una sal que se disuelve en una segunda
fase, que se caracteriza porque el polimero es polietilenglicol 6000 a una concentracién del 8-11 % en peso, y la
sal es fosfato de potasio dibasico a una concentracion del 20-22 % en peso. . En una realizacion, los fragmentos
de acidos nucleicos de 250 pb o menos se concentran en una fase.

[0014] En una realizacién, la presente invencion proporciona un meétodo para aislar y concentrar fragmentos de
acidos nucleicos de 250 pb o menos de una muestra; el método mezcla una composicion descrita en la presente
invencion con una solucién de muestra que comprende los fragmentos cortos de acidos nucleicos, aislando y
concentrando asi los fragmentos cortos de acidos nucleicos.

[0015] En una realizacién, los fragmentos cortos de acidos nucleicos son ADN codificante, ADN no codificante,
ARN mensajero, ARN ribosomico, microARN o ARN de transferencia. En una realizacién, los fragmentos cortos
de acidos nucleicos son ADN circulante o ADN tumoral circulante.

ATPS (sistema acuoso bifasico)

[00186] Similar a un sistema de aceite-agua, un ATPS consta de dos fases liquidas distintas, cuyas proporciones
se pueden controlar facilmente. Las biomoléculas suspendidas en el sistema ATPS se dividen en una de las dos
fases acuosas en funcion de sus propiedades fisicoquimicas (por ejemplo, hidrofilicidad y tensién interfacial de
las dos fases), concentrando asi las biomoléculas de interés.

[0017] En una realizacion, la presente invencidn proporciona un sistema acuoso bifasico (ATPS) de dos
componentes para aislar/concentrar/purificar/recuperar uno o varios fragmentos cortos de acidos nucleicos o
moléculas diana (por ejemplo, una molécula de acido nucleico) de una muestra. Diferentes moléculas en una
mezcla se distribuirian diferencialmente entre las dos fases debido a sus diferentes propiedades, y es posible
separar y concentrar moléculas diana utilizando ATPS con preparacion e intervencion humana minimas. En una
realizacion, no se necesita energia o equipo para lograr la separacion de fases, ya que el flujo de fluido depende
puramente de la accion capilar que se basa en principios dinamicos isotérmicos.

[0018] La ventaja de esta invencion es que la alta pureza y concentracion de la molécula diana se pueden
obtener de una manera sencilla y compatible con aplicaciones posteriores, incluyendo, entre otras a la
amplificacién (por ejemplo, por PCR), secuenciacion, etiquetado o deteccion (por ejemplo, por hibridacion o
inmunoensayo de flujo lateral (LFA)) sin paso adicional de purificacién o concentracion.

[0019] Los métodos y dispositivos proporcionados en este documento son robustos, econodmicos, simples, faciles
de manipular, seguros, cdmodos de usar y rapidos. El presente método es capaz de purificar y concentrar uno o
varios fragmentos cortos de acidos nucleicos o moléculas diana y, por lo tanto, garantiza que el rendimiento de
las aplicaciones posteriores utilizando la molécula purificada y concentrada no se vera afectado por impurezas en
la muestra original.

[0020] Debido a las caracteristicas Unicas descritas en este documento, la presente invencion puede purificar y
concentrar la molécula diana conveniente y rapidamente sin el uso de instrumentacion compleja, y es aplicable a
muestras que contienen uno o varios fragmentos cortos de acidos nucleicos o moléculas diana en una cantidad
muy baja, o de un volumen pequefio. Ademas, el método actual es faciimente adaptable a la automatizacion,
incluyendo los sistemas de deteccién de alto rendimiento.

Uso de ATPS (sistema acuoso bifasico) para aislar y/o concentrar pequefios fragmentos de acidos nucleicos

[0021] En una realizacion, la presente invencion se utiliza para aislar, purificar, recuperar y concentrar uno o
varios fragmentos cortos de acidos nucleicos o moléculas diana de una muestra. En una realizacion, la presente
invencion es capaz de separar los fragmentos cortos de acidos nucleicos o moléculas diana de moléculas no
diana, y concentrar las moléculas de acidos nucleicos diana simultaneamente.
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[0022] En una realizacion de la presente invencion, los fragmentos cortos de acidos nucleicos o moléculas diana
se retienen en el material poroso integrado en el ATPS, mientras que los materiales no diana se dejan en el
sistema liquido (es decir, la muestra original mas cualquier componente no ATPS). En una realizacion, los
materiales no diana se retienen en el material poroso integrado en ATPS, mientras que los fragmentos cortos de
acidos nucleicos o las moléculas diana se dejan en el sistema liquido (es decir, la muestra original mas cualquier
componente no ATPS).

[0023] En la presente invencion, el sistema acuoso bifasico (ATPS) ha sido adaptado para el aislamiento,
concentracién y/o purificacién de fragmentos cortos de acidos nucleicos que tienen aproximadamente 250 pares
de bases o menos a partir de diversos materiales biolégicos.

[0024] En una realizacion, la presente invencion proporciona un método de uso de un sistema acuoso bifasico
(ATPS) para el aislamiento, concentracion y/o purificacion de fragmentos cortos de acidos nucleicos que tienen
aproximadamente 250 pares de bases o menos. En una realizacién, el método comprende los pasos de

a) proporcionar una composicion ATPS que comprende una solucion de primera fase y una solucién de segunda
fase; y

b) poner en contacto dicha composicion ATPS con una solucidon de muestra que comprende fragmentos cortos
de acidos nucleicos y

permitir que los fragmentos cortos de acidos nucleicos se concentren en la solucion de la primera fase o en la
solucién de la segunda fase, aislando, concentrando y/o purificando asi los fragmentos cortos de acidos
nucleicos.

[0025] En una realizacion, la composicion de ATPS es una solucion de fase mixta de componentes ATPS que
comprende polimeros y sales. En una realizacion, la composicion se separa en la solucion de la primera fase y la
solucién de la segunda fase después de que se pone en contacto con la solucidon de muestra, iniciando asi una
separacion de fase.

[0026] En una realizacién, los acidos nucleicos son ADN circulante (cfADN). Tal como se usa en el presente
documento, el "ADN circulante” (cfADN) es el ADN que esta presente fuera de una célula, por ejemplo, el ADN
presente en la sangre, el plasma, el suero o la orina de un sujeto. Sin estar limitado por ninguna teoria o
mecanismo en particular, se cree que el cfADN se libera o se origina a partir de células, por ejemplo, a través de
la apoptosis de las células. Tal como se usa en la presente invencién, "cfADN nativo" o "cfADN del sujeto” se
refiere al ADN circulante liberado u originado a partir de células (por ejemplo, células no cancerosas) del sujeto.
Tal como se usa en la presente invencion, "cfADN no nativo" o "cfADN no nativo del sujeto” se refiere al ADN
circulante de una fuente no nativa que difiere del cfADN del sujeto en términos de secuencia, por ejemplo, una
diferencia en la identidad de secuencia en uno o varios loci que incluyen, entre otros, los descritos en este
documento. Los ejemplos de ADN no nativo incluyen, entre otros, ADN de donante de trasplante y ADN de
cancer/tumor. Los ejemplos de cfADN no nativo incluyen, entre otros, cfADN de donante de trasplante (también
denominado cfADN especifico del donante) y cfADN tumoral (también conocido en el presente documento como
cfADN especifico del cancer). La fuente de cfADN no nativo depende del sujeto. Como otro ejemplo, el cfADN no
nativo incluye ADN bacteriano, fungico y virico. Por ejemplo, si un sujeto es un receptor de trasplante, el cfADN
no nativo puede eliminarse del organo trasplantado donado (cfADN especifico del donante) y el cfADN nativo
puede ser eliminado por células del huésped/sujeto (cfADN del huésped). Si el sujeto tiene cancer, el cfADN no
nativo puede ser eliminado, por ejemplo, por un tumor y/o metastasis (cfADN especifico del cancer), y el cfADN
nativo puede ser eliminado, por ejemplo, por células no cancerosas del sujeto.

[0027] En una realizacion, los acidos nucleicos son ADN tumoral circulante (ctADN) que esta presente en el
plasma o el suero de los pacientes de cancer.

[0028] En una realizacién, los fragmentos cortos de acidos nucleicos sujetos a la presente invencidn son iguales
o menores de 250 pb de tamafio. En ofra realizacion, los fragmentos cortos de &acidos nucleicos tienen un
tamafio de 160-165 pb. En ofra realizacion, los fragmentos cortos de acidos nucleicos tienen un tamafio de
aproximadamente 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220,
230, 240 o 250 pb.

[0029] En una realizacion, los fragmentos cortos de acidos nucleicos se distribuyen en la solucién de primera
fase. En otra realizacion, los fragmentos cortos de acidos nucleicos se distribuyen en la segunda fase. En otra
realizacion, los fragmentos cortos de acidos nucleicos se distribuyen en la interfaz de la solucion de la primera
fase y la solucion de la segunda fase.

[0030] En una realizacion, la solucion de muestra es una muestra que contiene acidos nucleicos o material

biolégico que contiene acidos nucleicos. La importancia de la presente invencion radica en el tratamiento y
preparacion de muestras que contienen acidos nucleicos y materiales biologicos que contienen acidos nucleicos,
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que incluyen, entre otros, tejidos, sangre, plasma, suero, liquido cefalorragquideo (LCR), orina, saliva, materias
fecales y secreciones tales como lagrimas, esputo, moco nasofaringeo, flujo vaginal, secrecion peneana.

[0031] En una realizacion, la solucién de la primera fase comprende un polimero. En una realizacién, el primer
polimero comprende polietilenglicol

En una realizacién, la concentracion de polimero de la solucién de la primera fase esta en el intervalo de
aproximadamente el 8 a aproximadamente el 11 % en peso del peso total de la solucion acuosa (p/p). En varias
realizaciones, la solucion de polimero se selecciona de una solucién de polimero que es aproximadamente del 8
% p/p, aproximadamente del 9 % p/p, aproximadamente del 10 % p/p y aproximadamente del 11 % p/p

[0032] En una realizacion, la solucion de segunda fase comprende una sal y, por lo tanto, forma una solucion
salina. En una realizacion, la sal es K;HPO,.

[0033] En una realizacion, la concentracion total de sal esta en el rango de aproximadamente el 20 % a
aproximadamente el 22 %. Una persona experta en la técnica comprendera que la cantidad de sal necesaria
para formar un sistema acuoso de dos fases estara influenciada por el peso molecular, la concentracién y el
estado fisico del polimero.

[0034] En varias realizaciones, la solucion salina es de aproximadamente el 20 % al 22 % p/p. En varias
realizaciones, la solucion salina es aproximadamente del 20% p/p, aproximadamente del 21 % p/p y
aproximadamente del 22 % p/p.

[0035] En una realizacion, la solucion de primera fase y/o la solucion de segunda fase comprende un disolvente
que es inmiscible con agua. En algunas realizaciones, el disolvente comprende un disolvente organico no polar.
En algunas realizaciones, el disolvente comprende un aceite. En algunas realizaciones, el disolvente puede ser
pentano, ciclopentano, benceno, 1,4-dioxano, dietiléter, diclorometano, cloroformo, tolueno o hexano.

[0036] En una realizacién, las proporciones entre la solucion de la primera fase y la solucion de la segunda fase
estan en el intervalo de 1:1 a 1: 1000. En algunas realizaciones, la proporcion entre la solucién de la primera fase
y la solucion de la segunda fase puede ser una proporcién de aproximadamente 1: 1, aproximadamente 1: 2,
aproximadamente 1: 3, aproximadamente 1: 4, aproximadamente 1: 5, aproximadamente 1: 6, aproximadamente
1: 7, aproximadamente 1: 8, aproximadamente 1: 9 y aproximadamente 1: 10. En algunas realizaciones, la
proporcion entre la solucion de la primera fase y la solucion de la segunda fase puede ser una proporcién de
aproximadamente 1:20, aproximadamente 1:30, aproximadamente 1:40, aproximadamente 1:50,
aproximadamente 1:60, aproximadamente 1:70, aproximadamente 1:80, aproximadamente 1:90 vy
aproximadamente 1: 100. En algunas realizaciones, la proporcion entre la solucion de la primera fase y la
solucién de la segunda fase puede es de aproximadamente 1:200, aproximadamente 1:300, aproximadamente
1:400, aproximadamente 1:500, aproximadamente 1:600, aproximadamente 1:700, aproximadamente 1:800,
aproximadamente 1:900 y aproximadamente 1: 1000.

[0037] En una realizacién, la proporcion entre la solucién de la segunda fase y la solucion de la primera fase es
de aproximadamente 1: 1, aproximadamente 1: 2, aproximadamente 1: 3, aproximadamente 1: 4,
aproximadamente 1: 5, aproximadamente 1: 6, aproximadamente 1:7, aproximadamente 1: 8, aproximadamente
1: 9 o aproximadamente 1: 10. En algunas realizaciones, la proporcién entre la solucién de la segunda fase y la
solucién de la primera fase es de aproximadamente 1:20, aproximadamente 1:30, aproximadamente 1:40,
aproximadamente  1:50, aproximadamente 1:60, aproximadamente 1:70, aproximadamente 1:80,
aproximadamente 1:90, o aproximadamente 1: 100. En algunas realizaciones, la proporcién entre la solucién de
la segunda fase y la solucion de la primera fase puede es de aproximadamente 1:200, aproximadamente 1:300,
aproximadamente 1:400, aproximadamente 1:500, aproximadamente 1:600, aproximadamente 1:700,
aproximadamente 1:800, aproximadamente 1:900 o aproximadamente 1: 1000.

[0038] En una realizacion, la presente invencion proporciona una composicidn para aislar y/o concentrar
fragmentos cortos de acidos nucleicos, la composicién comprende componentes que son capaces de formar un
sistema acuoso bifasico (ATPS).

[0039] En una realizacion, la composicién actual comprende una solucion de fase mixta que comprende una
solucién de primera fase y una solucion de segunda fase, que incluyen las descritas en la descripcién anterior.

[0040] En una realizacion, la composicion actual para aislar y/o concentrar fragmentos cortos de acidos nucleicos
comprende polietilenglicol (PEG) 6000 y fosfato de potasio dibasico (K2HPO4). En una realizacién, la
composicion actual para aislar y/o concentrar fragmentos cortos de acidos nucleicos comprende un 11 % de
polietilenglicol (PEG) 6000 y un 20 % de K2HPOA4. En ofra realizacion, la composicion actual para aislar y/o
concentrar fragmentos cortos de acidos nucleicos comprende un 8 % de polietilenglicol (PEG) 6000 y un 22 % de
K2HPOA4.

Ajuste de los factores de concentracion
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[0041] A modo de ilustracién, en algunas realizaciones, los fragmentos cortos de acidos nucleicos diana se
concentran 10 veces en la solucion de la primera fase, por ejemplo, mediante el uso de una proporcion de
volumen de 1:9 de la solucién de la primera fase con respecto a la solucién de la segunda fase.

[0042] En una realizacion, se pueden cambiar las cantidades relativas de componentes ATPS. La relacién de
volumen de los dos componentes de ATPS se controla para aislar/purificar/concentrar/recuperar los fragmentos
cortos de acidos nucleicos o moléculas diana preferentemente en una fase.

[0043] Para cuantificar mejor los fendmenos asociados con la presente invencion, se desarrollé un ensayo para
evaluar la correlacién entre las cantidades relativas de componentes ATPS vy el resultado alcanzado (p. €j.,
eficiencia de concentracion/aislamiento/recuperacion). Con esto, el factor de concentracion, la eficiencia de
aislamiento y la tasa de recuperacion se pueden seleccionar y configurar ajustando la cantidad relativa de los
componentes ATPS.

[0044] En una realizacion, la relacion entre las dos fases en un ATPS puede controlarse facilmente mediante
concentraciones variables de componentes ATPS. Las figuras 1A-B muestran la concentracion de separacién de
fases inducida por la adicion de diferentes componentes ATPS (por ejemplo, polimero y sal) a la solucién. Los
componentes ATPS y la muestra se mezclaron 1: 1. Al ajustar los componentes ATPS, la fase de mezcla se
separa y las moléculas diana se dividen en una de las dos fases. La figura IB muestra que la molécula diana se
concentrd en la fase inferior con una relacion de volumen de 9: 1. La relacién de volumen entre la fase superior y
la fase inferior se puede alterar ain mas para concentrar la molécula diana en una fase con un volumen mas
pequefio.

[0045] En otra realizacion, ajustando los componentes ATPS (por ejemplo, afiadiendo componentes ATPS
adicionales del mismo tipo o de tipos diferentes a la mezcla, o alterando el volumen relativo o la concentracion de
componentes ATPS que deben afiadirse a la mezcla al preparar la solucién final, o ajustando el volumen de la
solucién de muestra que debe afiadirse al sistema al preparar la solucion final), el volumen relativo o la
concentracién de los componentes ATPS en la mezcla final pueden alterarse. En una realizacion, la relacion de
volumen de la fase superior con respecto a la fase inferior se puede cambiar de 1: 1 a 9: 1, o relaciones mas
altas. Este fendmeno se puede aprovechar para concentrar una molécula diana sin necesidad de energia, equipo
o formacion. En un medio simple, como el agua o una solucién salina, esto es trivial de reproducir; sin embargo,
dado un medio complejo (por ejemplo, saliva, sangre, orina, plasma, suero, liquido cefalorraquideo (LCR),
materias fecales y secreciones como lagrimas, esputo, moco nasofaringeo, flujo vaginal y secrecién peneana)
que tiene una alta variabilidad y potencialmente otras sustancias interferentes, es mas dificil lograr una relacion
de volumen util. La eliminacion de sustancias interferentes del medio complejo puede ayudar. Por ejemplo, el
acido citrico se puede utilizar para eliminar la urea de la orina, o €l acido tricloroacético se puede utilizar para
eliminar la proteina de la saliva en algunas realizaciones de esta invencion.

Disefio de material poroso integrado en ATP

[00486] En una realizacion, el presente método proporciona un material poroso integrado con componentes ATPS.
En una realizacion, los fragmentos cortos de acidos nucleicos pueden aislarse y concentrarse a medida que la
muestra viaja a través del material poroso integrado con componentes ATPS. En una realizacion, los fragmentos
cortos de acidos nucleicos aislados y concentrados se recogen del material poroso directamente para su
posterior analisis o almacenamiento.

[0047] El material poroso puede estar hecho de cualquier material poroso adecuado que pueda absorber y
transferir liquido. Los materiales porosos adecuados para esta invencion incluyen, entre otros, papel de fibra de
vidrio, papel a base de algodén, otros tipos de papel, espumas poliméricas, espumas de celulosa, otros tipos de
espumas, tela de rayon, tela de algodén, otros tipos de tela, madera, piedras y cualquier otro material que pueda
absorber y transferir liquido.

[0048] En una realizacion, el ATPS comprende una solucién de fase mixta que comprende una solucion de
primera fase y una solucion de segunda fase, en la que los componentes de la solucion de primera fase y los
componentes de la solucion de segunda fase estan integrados en dicho material poroso a una concentracion o
carga que es suficiente para someterse a una separacion de fase a medida que la solucién de fase mixta fluye a
través del material poroso.

[0049] En una realizacion, los componentes ATPS estan integrados en dicho material poroso a una
concentracién o carga que es suficiente para someterse a una separacion de fases a medida que la solucion de
fase mixta fluye a través del material poroso.

[0050] En una realizacion, algunos de los componentes ATPS se integran en el material poroso y luego se
deshidratan antes de agregar una muestra que contiene los fragmentos de acidos nucleicos diana a dicho
material poroso.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2964 100 T3

[0051] En una realizacion, algunos de los componentes ATPS se integran en el material poroso y luego se
deshidratan (el "material poroso pretratado”), mientras que los componentes ATPS restantes se mezclan primero
con una muestra que contiene los fragmentos de acidos nucleicos diana y luego se someten a aislamiento y
concentracién posteriores mediante separacion de fases dentro del material poroso pretratado.

[0052] En una realizacion, algunos componentes ATPS se mezclan primero con una muestra que contiene los
fragmentos cortos de acidos nucleicos, la mezcla resultante se integra en el material poroso; los componentes
ATPS restantes se agregan al material poroso para su posterior aislamiento/concentracion a través de la
separacion de fases dentro del material poroso.

[0053] En una realizacion, los fragmentos cortos de acidos nucleicos estan en contacto con la mezcla de
componentes ATPS o mezclados con componentes ATPS, y se dividen en la solucion de primera fase, la
solucién de segunda fase o la interfaz (o interfase) entre la solucion de primera fase y la solucion de segunda
fase a medida que viaja a través del material poroso.

[0054] En una realizacién, se proporciona un ATPS (sistema acuoso bifasico) de dos componentes dentro de un
material poroso para separar fragmentos cortos de acidos nucleicos y moléculas largas de acidos nucleicos en
una muestra. En una realizacién, los fragmentos cortos de acidos nucleicos y las moléculas largas de acidos
nucleicos se dividen en diferentes fases del ATPS a medida que el ATPS sufre una separacion de fases dentro
del material poroso.

[0055] En una realizacion, el material poroso y el ATPS se seleccionan de modo que la solucién de la primera
fase fluya a través de la matriz porosa a una primera velocidad y la solucién de la segunda fase fluya a través de
la matriz porosa a una segunda velocidad, donde la primera velocidad y la segunda velocidad son diferentes.

[0056] En una realizacion, el material poroso esta disponible comercialmente o por fabricacién propia.

[0057] En una realizacion, para integrar los componentes ATPS en el material poroso, los componentes ATPS se
solubilizan en agua (o el tampdn apropiado) y se aplican sobre el material poroso en ciertas proporciones y/o
concentraciones. Los materiales porosos se colocan en un liofilizador para eliminar el agua, lo que da como
resultado la integracién de componentes ATPS directamente en el material poroso. Tras la introduccién de la
muestra en los materiales porosos, los componentes ATPS se rehidratan instantaneamente y, por lo tanto,
separan los fragmentos cortos de acidos nucleicos o las moléculas diana en la muestra. En una realizacion, los
fragmentos cortos de acidos nucleicos se concentran en la parte frontal del flujo de fluido. En una realizacién, no
se utiliza energia o equipo externo para proporcionar una fuerza motriz.

Diagndstico mejorado mediante el inmunoensayo de flujo lateral (LFA)

[0058] Los fragmentos cortos de acidos nucleicos obtenidos por el presente método pueden ser objeto de
deteccion o analisis mediante inmunoensayo de flujo lateral (LFA).

[0059] Los métodos y dispositivos de inmunoensayo de flujo lateral (LFA) estan ampliamente descritos. Véanse,
por ejemplo, Gordon y Pugh, patente EE. UU. n.° 4.956.302; H. Buck, et al., WO 90/06511; T. Wang, patente EE.
UU. n.° 6.764.825; W. Brown, et al., patente EE. UU. n.° 5.008.080; Kuo y Meritt, EE. UU. 6.183.972, EP
00987551 A3. Tales ensayos implican la deteccion y determinacion de un analito que es miembro de un par de
union especifico que consiste en un ligando y un receptor. El ligando y el receptor estan relacionados en que el
receptor se une especificamente al ligando, siendo capaz de distinguir un ligando o ligandos especificos de otros
constituyentes de muestra que tienen caracteristicas similares. Los ensayos inmunolégicos que implican
reacciones entre anticuerpos y antigenos son un ejemplo de un ensayo de union especifico. Otros ejemplos
incluyen reacciones de hibridacién de ADN y ARN vy reacciones de unidon que involucran hormonas y otros
receptores bioldgicos.

[0060] En una realizacién, la presente invencion es capaz de concentrar fragmentos cortos de acidos nucleicos
indicativos de una enfermedad presente en un sujeto, el producto obtenido estd sujeto a un procedimiento
diagnéstico aguas abajo que requiere la deteccion o cuantificacién de los fragmentos cortos de acidos nucleicos.
También se espera que la presente invencién pueda reducir la relacién sefial-ruido y potenciar la sefial positiva
en el inmunoensayo de flujo lateral (LFA) ya que la concentracion de los fragmentos cortos de acidos nucleicos
ha aumentado. La tasa de falsos positivos y la tasa de falsos negativos también podrian reducirse como
resultado. La concentracion puede mejorarse y, por lo tanto, es posible detectar moléculas que no pudieron
detectarse debido a su baja abundancia o a la interferencia por impurezas en la muestra.

[0061] Puede producir un resultado falso negativo si los fragmentos cortos de acidos nucleicos tienen una
concentracién extremadamente baja. En una realizacion, debido al aumento de la concentracion de los
fragmentos cortos de acidos nucleicos, se mejora el limite de deteccion del LFA. Como resultado, aumenta la
reproducibilidad de la prueba.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2964 100 T3

[0062] En una realizacion, esta invencién proporciona una composicion para aislar y concentrar fragmentos de
acidos nucleicos de 250 pb o menos de una muestra, la composicién comprende un componente de primera fase
y un componente de segunda fase capaces de formar un sistema acuoso bifasico (ATPS) cuando los
componentes se disuelven en una solucion acuosa. En una realizacion, el componente de la primera fase es un
polimero que se disuelve en una primera fase a una concentracion del 8-11 % en peso, y el componente de la
segunda fase es una sal que se disuelve en una segunda fase a una concentracion del 20-22 % en peso, y
cuando los fragmentos de acidos nucleicos se mezclan con el ATPS, los fragmentos se concentran en una de las
dos fases.

[0063] En una realizacion de la composicion actual, el polimero es polietilenglicol.
[0064] En una realizacion de la composicion actual, la sal es fosfato de potasio.

[0065] En una realizacidn de la composicion actual, el polimero es polietilenglicol con un peso molecular de 6000
Da.

[0066] En una realizacion de la composicion actual, la sal es fosfato de potasio dibasico.

[0067] En una realizacién de la composicion actual, cuando la muestra se mezcla con la composicion, la mezcla
resultante se somete a separacion de fases y los fragmentos de acidos nucleicos de 250 pb o menos se
concentran en una de las dos fases. En una realizacion, los fragmentos de acidos nucleicos mayores de 250 pb y
los fragmentos de 250 pb o menos se concentran en diferentes fases del ATPS.

[0068] En una realizacién de la composicién actual, los fragmentos de acidos nucleicos son ADN codificante,
ADN no codificante, ARN mensajero, ARN ribosémico, microARN o ARN de transferencia. En una realizacion, los
fragmentos de acidos nucleicos son ADN circulante o ADN tumoral circulante.

[0069] En una realizacion de la composicion actual, la muestra es sangre, plasma, suero, liquido cefalorraquideo,
orina, saliva, materia fecal, lagrimas, esputo, moco nasofaringeo, flujo vaginal o secrecion peneana.

[0070] En una realizacion, esta invencién proporciona un método para aislar y concentrar fragmentos de acidos
nucleicos de 250 pb o menos de una muestra, el método comprende:

a) preparar una composicion descrita en esta solicitud;

b) mezclar la composicion del paso a) con una solucidon acuosa que contenga la muestra, permitiendo que la
mezcla resultante se divida en dos fases, y los fragmentos de acidos nucleicos se concentren en una de las dos
fases; y

c) aislar los fragmentos de acidos nucleicos de una de las dos fases.

[0071] En una realizacion, esta invencién proporciona un método para aislar y concentrar fragmentos de acidos
nucleicos de 250 pb o menos de una muestra, el método comprende:

a) preparar una composicion que comprende un componente de la primera fase y un componente de la segunda
fase capaces de formar un sistema acuoso bifasico (ATPS) cuando los componentes se disuelven en una
solucién acuosa, y el componente de la primera fase es un polimero que se disuelve en una primera fase a una
concentracion del 8-11 % en peso, y el componente de la segunda fase es una sal que se disuelve en una
segunda fase a una concentracion de 20-22 % en peso;

b) mezclar la composicion del paso a) con una solucidon acuosa que contenga la muestra, permitiendo que la
mezcla resultante se divida en dos fases, y los fragmentos de acidos nucleicos se concentren en una de las dos
fases; y

c) aislar una de las dos fases que se concentra con los fragmentos de acidos nucleicos.

[0072] En una realizacién del método actual, el método comprende ademas la recuperacion de los fragmentos de
acidos nucleicos de la fase en el paso c).

[0073] En una realizacion del método actual, el polimero es polietilenglicol.
[0074] En una realizacion del método actual, la sal es fosfato de potasio.

[0075] En una realizacion del método actual, el polimero es polietilenglicol con un peso molecular de 6000 Da.
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[00786] En una realizacion del método actual, la sal es fosfato de potasio dibasico.

[0077] En una realizacién del presente método, los fragmentos de acidos nucleicos mayores de 250 pb y los
fragmentos de 250 pb o menos se concentran en diferentes fases del ATPS en el paso b).

[0078] En una realizacion del presente método, los fragmentos de acidos nucleicos son ADN codificante, ADN no
codificante, ARN mensajero, ARN ribosomico, microARN o ARN de transferencia. En una realizacion, los
fragmentos de acidos nucleicos son ADN circulante o ADN tumoral circulante.

[0079] En una realizacién del presente método, la muestra es sangre, plasma, suero, liquido cefalorraquideo,
orina, saliva, materia fecal, lagrimas, esputo, moco nasofaringeo, flujo vaginal o secrecion peneana.

[0080] En una realizacion del método actual, los fragmentos de acidos nucleicos se concentran al menos 10
veces en comparacion con la muestra.

[0081] Esta invencién se entendera mejor mediante referencia a los ejemplos siguientes. Sin embargo, un
experto en la técnica apreciara facilmente que los ejemplos proporcionados son meramente ilustrativos y no
pretenden limitar el alcance de la invencion que se define por las reivindicaciones siguientes.

[0082] A lo largo de esta solicitud, cabe sefialar que el término transitorio "que comprende”, que es sinénimo de

"que incluye", "que contiene" o "que se caracteriza por", es inclusivo o abierto y no excluye elementos o pasos de
metodo adicionales no recitados.

EJEMPLOS

Ejemplo 1 - Aislamiento selectivo y concentracién de fragmentos cortos de acidos nucleicos (<250 pb) de la
solucion PBS utilizando un sistema acuoso bifasico

[0083] La escalera de ADN (GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific) se introdujo en 1 ml de
un sistema acuoso bifasico compuesto de un 11 % (p/p) de polietilenglicol (PEG) 6000 y un 20% (p/p) de
K2HPO4 en solucion PBS para conseguir una concentracion final de ADN de *g/ml. Después de agitar a fondo,
las mezclas se centrifugaron durante 10 s a 10 000 rcf para la separacion de fases. La relacion de volumen entre
la fase superior y la fase inferior fue de alrededor de 1:3. Las fases superior e inferior se extrajeron y se
transfirieron a nuevos tubos respectivamente. Las fases extraidas se sometieron a precipitacion de etanol y los
precipitados se separaron mediante electroforesis en gel para visualizar la particion del tamafio del ADN en cada
fase, como se muestra en la figura 3. La mayoria de los acidos nucleicos mayores de 250 pb se distribuyeron en
la fase inferior (carril derecho), mientras que los acidos nucleicos menores de 250 pb se distribuyeron en la fase
superior (carril izquierdo). Dado que la relacién de volumen entre la fase superior y la fase inferior era de
alrededor de 1:3, los fragmentos de acidos nucleicos mas cortos se aislaron de los fragmentos de acidos
nucleicos mas largos y posteriormente se concentraron en un volumen mas pequefio de solucion.

[0084] Los fragmentos cortos de acidos nucleicos obtenidos de los procedimientos anteriores se analizaron mas
a fondo mediante un LFA, con una muestra de ADN sin concentracion por ATPS como control. Se utilizé ImageJ
o Gelanalyzer para medir la intensidad de la linea de ensayo y los resultados se resumen en la siguiente tabla 1:

Tabla 1 - Intensidad de la linea de ensayo

ADN concentrado por ATPS | Control

Intensidad de la linea de ensayo 60x 1X

Ejemplo 2 - Aislamiento selectivo y concentracion de fragmentos cortos de acidos nucleicos (<250 pb) de
muestras de plasma utilizando un sistema acuoso bifasico

[0085] La escalera de ADN (GeneRuler Low Range DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific) se afiadié a 500 ul de
muestra de plasma. La muestra de plasma enriquecida se agregd a 500 ul de sistema acuoso bifasico
compuesto de un 15 % (p/p) de polietilenglicol (PEG) 1000 y un 15 % (p/p) de K2ZHPO4 en agua MilliQ para
obtener una concentracién final de ADN de “g/ml. Después de agitar a fondo, las mezclas se centrifugaron
durante 10 s a 10 000 rcf para la separacion de fases. La relacion de volumen entre la fase superior y la fase
inferior fue de alrededor de 1: 1.

[0086] La fase inferior se extrajo y se agrego a otra solucién ATPS compuesta de un 11 % (p/p) de polietilenglicol
(PEG) 6000 y un 20 % (p/p) de K2HPOA4. Despues de agitar a fondo, las mezclas se centrifugaron durante 10 s a
10 000 rcf para la separacion de fases. La relacion de volumen entre la fase superior y la fase inferior fue de
alrededor de 1:3. Las fases superior e inferior se extrajeron y se transfirieron a nuevos tubos respectivamente.
Las fases extraidas se sometieron a precipitacién de etanol y los precipitados se separaron mediante
electroforesis en gel para visualizar la particion del tamafio del ADN en cada seccién (Figura 3). Los acidos
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nucleicos mayores de 250 pb se distribuyen en la fase inferior (carril derecho), mientras que los acidos nucleicos
menores de 250 pb se distribuyen en la fase superior (carril izquierdo) y, por lo tanto, los acidos nucleicos de
tamafio mas pequefio se aislaron de la solucién de muestra y se concentraron en un volumen mas pequefio de
solucion.

[0087] Después del aislamiento y la concentracion mediante el ATPS como se describe en este ejemplo, se
estimo la recuperacion de diferentes tamafios de la escalera de ADN (figura 4, donde el porcentaje de
recuperacion = rendimiento absoluto del ADN recuperado/cantidad de ADN enriquecido en la muestra). Se
encontré que el ADN que era menor de 250 pb se recuperd en un alto porcentaje, mientras que el ADN que era
mayor de 250 pb disminuyd significativamente. Se demostré que la invencion actual es especifica para capturar
ADN que fuera inferior a 250 pb.

Ejemplo 3 - Comparacion del sistema acuoso bifasico con el mini kit QlAamp Blood DNA (Qiagen)

[0088] Se introdujeron plasmidos de ADN digeridos de diferentes tamafios (250, 200, 150, 100, 75, 50, 25 pb) en
una muestra de plasma para obtener una concentracion final de ADN de 100 ng/ml. 1 ml de la muestra de
plasma enriquecido resultante se agregd a 1 ml de un sistema acuoso bifasico compuesto de un 15 % (p/p) de
polietilenglicol (PEG) 1000 y un 15 % (p/p) de K2ZHPO4 en agua MilliQ. Después de agitar a fondo, las mezclas
se centrifugaron durante 10 s a 10 000 rcf para la separacion de fases. La relacion de volumen entre la fase
superior y la fase inferior fue de alrededor de 1: 1.

[0089] La fase inferior se extrajo y se agrego a otra solucion ATPS compuesta de un 8 % (p/p) de polietilenglicol
(PEG) 6000 y un 22 % (p/p) de K2HPOA4. Despues de agitar a fondo, las mezclas se centrifugaron durante 10 s a
10 000 rcf para la separacion de fases. La relacion de volumen entre la fase superior y la fase inferior fue de
alrededor de 1:5. La fase superior se extrajo y se transfirié a un nuevo tubo.

[0090] Se realizd otra extraccion con 1 ml de la muestra de plasma enriquecida utilizando el mini kit QlAamp
Blood DNA (Qiagen). El efecto de aislamiento sobre los acidos nucleicos mediante el uso de dos métodos
diferentes se comparé mediante un ensayo electroforético de los acidos nucleicos aislados en el Bioanalizador
Agilent. Los resultados se mostraron en la figura 5. Como se muestra en la figura 5, al utilizar la presente
invencion, se extrajo alrededor del 50-80 % de los acidos nucleicos de longitud inferior a 250 pb (25-200 pb)
mientras que se extrajo aproximadamente el 80 % de los acidos nucleicos de 150-200 pb. En contraste, se
encontro que el mini Kit QlAamp Blood DNA no puede extraer ningin ADN de 25 pb. Por lo tanto, la presente
invencion mostré un rendimiento mejorado en comparacion con el mini Kit QlAamp Blood DNA.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién para aislar y concentrar selectivamente fragmentos de acidos nucleicos de 250 pb o menos de
una muestra, que comprende un componente de primera fase y un componente de segunda fase que forman un
sistema acuoso bifasico (ATPS) cuando los componentes se disuelven en una solucién acuosa, donde el
componente de la primera fase es un polimero que se disuelve en una primera fase, y el componente de la
segunda fase es una sal que se disuelve en una segunda fase,

caracterizada por el hecho de que:

el polimero es polietilenglicol 6000 a una concentracion del 8-11 % en peso, y la sal es fosfato de potasio
dibasico a una concentracion del 20-22 % en peso.

2. Composicion de la reivindicacion 1, caracterizada por el hecho de que dicho polietilenglicol 6000 es el 11 % y
fosfato de potasio dibasico es el 20 %.

3. Composicion de la reivindicacion 1, caracterizada por el hecho de que dicho polietilenglicol 6000 es el 8 % y
fosfato de potasio dibasico es el 22 %.

4. Composicion de la reivindicacion 1, caracterizada por el hecho de que dicha sal comprende ademas uno o
varios fosfatos potasicos monobasicos, cloruro sédico, sulfato de sodio y fosfato de sodio.

5. Composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, caracterizada por el hecho de que dichos fragmentos
de acidos nucleicos son ADN circulante o ADN tumoral circulante.

6. Método para aislar y concentrar selectivamente fragmentos de acidos nucleicos de 250 pb o menos de una
muestra, que comprende:

a) preparar la composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1-5;

b) mezclar la composicion del paso a) con una solucidon acuosa que contenga la muestra, permitiendo que la
mezcla resultante se divida en dos fases, donde dichos fragmentos de acidos nucleicos se concentran en la fase
superior; y

c) aislar dichos fragmentos de acidos nucleicos de la fase superior.

7. Método para aislar y concentrar selectivamente fragmentos de acidos nucleicos de 250 pb o menos de una
muestra, que comprende:

a) preparar una composicion que comprende un componente de la primera fase y un componente de la segunda
fase que formen un sistema acuoso bifasico (ATPS) cuando los componentes se disuelven en una solucion
acuosa, donde el componente de la primera fase es un polimero que se disuelve en una primera fase, y el
componente de la segunda fase es una sal que se disuelve en una segunda fase,

caracterizado por el hecho de que:

el polimero es polietilenglicol 6000 a una concentracion del 8-11 % en peso, y la sal es fosfato de potasio
dibasico a una concentracion del 20-22 % en peso;

b) mezclar la composicion del paso a) con una solucidon acuosa que contenga la muestra, permitiendo que la
mezcla resultante se divida en dos fases, donde dichos fragmentos de acidos nucleicos se concentran en la fase
superior; y

c) aislar la fase superior que se concentra con dichos fragmentos de acidos nucleicos de 250 pb o menos.

8. Método de la reivindicacion 7, que comprende ademas la recuperacion de los fragmentos de acidos nucleicos
de la fase en el paso c).

9. Método de la reivindicacion 7, caracterizado por el hecho de que dicho polimero es polietilenglicol 6000 que es
el 11 % y el fosfato de potasio dibasico es el 20 %.

10. Método de cualquiera de las reivindicaciones 7-9, que comprende ademas los siguientes pasos antes del
paso b):

a) preparar una composicion que comprende un componente de la primera fase y un componente de la segunda
fase que formen un sistema acuoso bifasico (ATPS) cuando los componentes se disuelven en una solucion
acuosa, donde el componente de la primera fase comprende una disolucion de polimero en una primera fase, y
el componente de la segunda fase comprende una disolucion de sal en una segunda fase,

caracterizado por el hecho de que:

el polimero es polietilenglicol (PEG) 1000 del 15 % vy la sal es fosfato de potasio dibasico del 15 %j;

i) mezclar la composicién del paso i) con una solucidon acuosa que contenga la muestra, permitiendo que la
mezcla resultante se divida en dos fases, donde dichos fragmentos de acidos nucleicos se concentran en la fase
inferior; y
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iii) aislar la fase inferior como muestra para el paso b).

11. Método de la reivindicacion 10, caracterizado por el hecho de que dicho polietilenglicol 6000 es un 8 % y el
fosfato de potasio dibasico es un 22 %.

12. Método de cualquiera de las reivindicaciones 7-11, caracterizado por el hecho de que dichos fragmentos de
acidos nucleicos son ADN circulante o ADN tumoral circulante.

13. Método de cualquiera de las reivindicaciones 7-12, caracterizado por €l hecho de que la muestra es una
muestra de plasma.

14. Método de la reivindicacion 9, caracterizado por el hecho de que la relacién de volumen entre la fase superior
y la fase inferior es 1: 3.

15. Método de la reivindicacién 9, que comprende ademas el siguiente paso después del paso c):
d) someter la fase superior a la precipitacion de etanol.

16. Uso de una composicion que comprende un componente de la primera fase y un componente de la segunda
fase que forman un sistema acuoso bifasico (ATPS) cuando los componentes se disuelven en una solucion
acuosa, donde el componente de la primera fase es un polietilenglicol 6000 que se disuelve en una primera fase
a una concentracion del 8-11 % en peso, y el componente de la segunda fase es fosfato de potasio dibasico que
se disuelve en una segunda fase a una concentracion del 20-22 % en peso, para el aislamiento selectivo y la
concentracién de fragmentos de acidos nucleicos de 250 pb o menos de una muestra.

17. Uso segun la reivindicacion 16, caracterizado por el hecho de que dicho polietilenglicol 6000 esta presente en
una concentracion en peso del 11 %, y caracterizado por el hecho de que la concentracion en peso del fosfato de
potasio dibasico es del 20 %.

18. Uso segun la reivindicacion 16, caracterizado por €l hecho de que dicho polietilenglicol 6000 esta presente en
una concentracion en peso del 8 %, y caracterizado por el hecho de que la concentracion en peso del fosfato de
potasio dibasico es del 22 %.

19. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 16-18, caracterizado por el hecho de que dichos fragmentos de
acidos nucleicos son ADN circulante o ADN tumoral circulante.

20. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 16-19, caracterizado por el hecho de que la muestra es una
muestra de plasma.
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Figura 2
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Figura 4
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