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DESCRIPCION

Electroforesis con programaciéon temporal de
cambios de temperatura.
Introducciéon

Se describe un procedimiento para la separa-
ci6én analitica o preparativa de moléculas median-
te electroforesis (migracién de dichas moléculas
en el seno de un campo eléctrico) con progra-
macién temporal de cambios de temperatura du-
rante el transcurso de la migracion electroforética.

Este procedimiento permite separar moléculas
muy similares pero no idénticas de cualquier na-
turaleza, siempre que su movilidad electroforética
(velocidad de migracién en el seno de un campo
eléctrico) pueda variar dependiendo de la tem-
peratura, como polinucleétidos, polipéptidos, po-
lisacaridos, derivados de cualquiera de estos, u
otras moléculas o complejos organicos poliméricos
0 no poliméricos.

Campo de aplicacién - Sector de la técnica
al que se refiere la invencién

Separacion analitica o preparativa de moléculas
en general

El procedimiento que se describe en esta pa-
tente tiene un campo de aplicacién muy amplio.
Se trata de un procedimiento general de sepa-
racion de moléculas a partir de una mezcla. Como
cualquier otro procedimiento de separacién, este
se puede utilizar con fines analiticos o prepara-
tivos. Anélisis o finalidad analitica se refiere a
la obtencién de informacién sobre la presencia o
ausencia, o sobre la cantidad absoluta o relativa,
de una o varias moléculas en una muestra deter-
minada. Purificacién o finalidad preparativa se
refiere al aislamiento o enriquecimiento relativo
de una o varias moléculas a partir de una mezcla
inicial.

Este procedimiento permite la separacién ana-
litica o preparativa de moléculas cuya movilidad
electroforética pueda variar dependiendo de la
temperatura. Los efectos de la temperatura pue-
den ser directos o indirectos. Efectos directos de
la temperatura, en este contexto, son cambios en
la estructura quimica, estado de ionizacién, carga
neta o local, o cambios en la conformacién espa-
cial de las moléculas a separar. Efectos indirectos
son cambios en alguna propiedad fisico-quimica
del soporte o el tampdén en el que se realiza la
electroforesis, como la fluidez, viscosidad, poro-
sidad, pH, polaridad, estructura tridimensional,
estado de ionizacién, carga neta o local.
Separacion analitica o preparativa de macromolé-
culas bioldgicas.

El campo de aplicacién principal de este pro-
cedimiento es la separacién de macromoléculas
biolégicas muy similares pero no idénticas. Este
tipo de moléculas son particularmente dificiles de
separar por otras técnicas. El procedimiento que
se describe en esta patente permite resolver pro-
blemas especificos de este tipo. Este procedi-
miento es ademds de rapida ejecucion, facilmente
controlable y reproducible.

Separacion analitica o preparativa de polinucled-
tidos o derivados. Deteccion de mutaciones en
material genético humano.

Una aplicaciéon especifica de este procedi-
miento es la separacién analitica o preparativa
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de polinucledtidos o derivados no idénticos. La
deteccion de mutaciones en el material genético
humano es un caso concreto de esta aplicacién
con interés clinico.
Otras aplicaciones.

Otras aplicaciones especificas del procedi-
miento son la separacién analitica o preparativa
de polipéptidos, polisacaridos o derivados de cual-
quiera de ellos no idénticos. Estas aplicaciones
también tienen un interés clinico inmediato.
Estado de la técnica
Procedimientos electroforéticos dependientes de
temperatura. Flectroforesis en gel con gradiente
espacial de temperatura.

El procedimiento de electroforesis en gel con
gradiente de temperatura (temperature gradient
gel electrophoresis, TGGE) para la separacién
analitica de moléculas de acido deoxirribonucleico
de doble cadena (dsDNA) ha sido descrita con an-
terioridad y tanto la técnica como instrumentos
para su realizacién han sido publicados (Henco
K, Heibey M. Nucleic Acids Res. 1990, 18:6733-
6734) y pueden estar cubiertos por otras patentes
(Lifecodes Corp.: 5/5/89 89US-348350, 15/11/90
WO09013668 A) (Massachusetts Institute of Te-
chnology: 13/7/89 89US-379087, 24/1/91 WO9
100925).

No se ha encontrado ninguna descripciéon pu-
blicada o patentada de aplicacién de un procedi-
miento de TGGE o equivalente para la separacién
de otro tipo de moléculas distinto de los acidos
nucleicos, y dentro de estos, las descripciones en-
contradas solo hacen referencia a fragmentos de
acido deoxirribonucleico de doble cadena.

En este procedimiento se utiliza una distri-
bucién espacial no homogénea (gradiente) de la
temperatura en el gel de soporte de electrofo-
resis. El gradiente de temperatura se establece
generalmente mediante un sistema de circulacion
de liquidos a diferentes temperaturas y se esta-
biliza previamente a la aplicaciéon y migracion
de la muestra. Durante el transcurso de la mi-
gracion electroforética el gradiente espacial per-
manece constante en el tiempo. Las descripciones
de instrumentacion para realizar el procedimiento
de TGGE se limitan a aparatos para electroforesis
en gel dotados de un sistema de termostatizacién
adecuado para generar gradientes espaciales esta-
bles de temperatura.

No existe ninguna descripcién de un procedi-
miento de TGGE, o cualquier otro posible equi-
valente que utilice un gradiente espacial estable
de temperatura, aplicado, a electroforesis capi-
lar ni descripciones de instrumentacién adecuada
para generar dichos gradientes espaciales estables
de temperatura en los capilares donde se realiza
la separacién. No existe por tanto ninguna des-
cripcién de aplicaciones de la técnica de electro-
foresis capilar para la separacién analitica o pre-
parativa de moléculas que aproveche o se funda-
mente en un cambio de temperaturas espacial (a
lo largo del capilar en el que se realiza la electro-
foresis).

Técnicas de separacion con programacion tempo-
ral de cambios de temperatura.

Una caracteristica fundamental de esta in-
vencién, como se especifica posteriormente, es la
utilizacién de una variacién de temperatura pro-
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gramada en el tiempo durante el transcurso de
la migracién electroforética de las moléculas a se-
parar, y que dicha variaciéon de temperatura po-
sibilita, facilita o incrementa la separaciéon. La
cromatografia de gases es el tinico antecedente co-
nocido de una técnica de separacién a la que se
ha aplicado una programacion temporal de tem-
peratura durante y como parte del proceso de se-
paracion. No existe ninguna descripcién conocida
de la utilizacién de una programacién temporal de
temperatura en una técnica de separacion electro-
forética.

Sistemas de termostatizacion para electroforesis
en gel.

En aparatos para electroforesis en gel conven-
cional (no capilar) se han incorporado circuitos
de termostatizacién y sistemas que mantienen la
temperatura constante, o bien sistemas que gene-
ran una distribucién espacial no homogénea pero
temporalmente estable de temperaturas como se
ha mencionado anteriormente. No existe ningin
aparato descrito que combine estos sistemas de
termostatizacién con un sistema de programacion
temporal de temperaturas. En el procedimiento
de TGGE no se efectiia un cambio de tempera-
turas programado durante la migracién electro-
forética. La. variacién de temperaturas en el
procedimiento de TGGE es espacial, esto es, la
temperatura es distinta en distintos puntos con-
cretos del medio o soporte de la electroforesis pero
la temperatura de un punto concreto cualquiera
de dicho medio o soporte permanece constante en
el tiempo o se pretende que asi lo haga durante el
transcurso de la migracién electroforética de las
moléculas a separar.

Sistemas de termostatizacion para electroforesis
capilar.

En aparatos para electroforesis capilar se han
incorporado sistemas de termostatizacién que
mantienen la temperatura del capilar constante.
No existe ningin aparato descrito que combine
estos sistemas de termostatizacion con un sis-
tema de programacién temporal de temperaturas.
No existe ninguna descripcién de aplicaciones de
la técnica de electroforesis capilar para la sepa-
racion analitica o preparativa de moléculas que
aproveche o se fundamente en un cambio de tem-
peraturas temporal (durante la migracién de las
moléculas de la muestra por dicho capilar).
Conclusion. resumida sobre el estado de la técni-
ca.

La generacion de una distribucién espacial no
homogénea de temperaturas pero estable en el
tiempo para electroforesis convencional es pues el
tnico procedimiento desarrollado hasta la actua-
lidad para aprovechar el fenémeno fisico-quimico
de cambio de movilidad electroforética de deter-
minadas moléculas en funcién de la temperatura.
Estos instrumentos o partes presentan una limi-
tada versatilidad en cuanto a la forma del gra-
diente de temperaturas (distribucién de tempera-
turas en funcién de la posicién en el medio o so-
porte donde se realiza la migracién elecroforética)
y generalmente requieren un largo tiempo para el
establecimiento y estabilizacion del gradiente es-
pacial de temperaturas, que puede ser de varias
horas. No existe ningtin procedimiento descrito
para aprovechar dicho fenémeno en aparatos de
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electroforesis capilar ni existe ningiin método ins-
trumental descrito para generar una distribucién
espacial no homogénea de temperaturas a lo largo
del capilar en el que se realiza la separacién me-
diante esta técnica. Un método instrumental de
este tipo puede ser complejo de realizar y dificil
de controlar, pero en cualquier caso no existe.

Por otra parte, la inica aplicacién descrita de
este procedimiento y del fenémeno fisicoquimico
es la separacién analitica de moléculas de acido
deoxi-ribonucleico de doble cadena para la de-
teccion de mutaciones en el material genético.

Por ultimo y como resumen del estado de la
técnica, no existe ninguna descripcién de la posi-
bilidad de utilizar un cambio de temperatura en
el tiempo, durante el transcurso de la migraciéon
electroforética, para aprovechar el fenémeno fisi-
coquimico de cambio de movilidad electroforética
de determinadas moléculas en funcién de la tem-
peratura como parte del fundamento de un pro-
cedimiento de separacién electroforética.
Explicacién de la invencién

La invencién consiste en un procedimiento
para la separacidon analitica o preparativa de
moléculas mediante la combinacién de una elec-
troforesis (migracién de dichas moléculas en el
seno de un campo eléctrico) con una progra-
macién temporal de cambios de temperatura du-
rante el transcurso de la migracion electroforética.

Como ya se ha indicado, este procedimiento
permite separar moléculas muy similares pero no
idénticas de cualquier naturaleza, siempre que su
movilidad electroforética (velocidad de migracién
en el seno de un campo eléctrico) pueda variar
dependiendo de la temperatura, como polinu-
cle6tidos, polipéptidos, polisacaridos, derivados
de cualquiera de estos, u otras moléculas o com-
plejos organicos poliméricos o no poliméricos.
Fundamentos fisico-quimicos

Los fundamentos fisico-quimicos por los cua-
les la temperatura puede afectar a la velocidad
de migracién y la consecuente separacién electro-
forética de determinadas moléculas no constitu-
yen el objeto de esta patente, pero se describe
aqui un caso significativo para facilitar la com-
prensiéon del fundamento y modo de realizaciéon
del procedimiento de separaciéon mediante elec-
troforesis con programacién temporal de cambios
de temperatura.

Dicho caso es ademas una aplicacién especifica
de este procedimiento reivindicada por esta pa-
tente:

Ejemplo

Aplicacion de la electroforesis con programacion
temporal de cambios de temperatura a la sepa-
racion de dcidos nucleicos.

Introduccién:

Caracteristicas y comportamiento electroforético
de los dcidos nucleicos

Las moléculas o fragmentos de moléculas de
acido ribonucleico o deoxi-ribonucleico presentan
la capacidad de establecer interacciones o enla-
ces quimicos no covalentes entre distintas par-
tes de la misma molécula o entre dos moléculas
independientes (definiendo en este contexto una
molécula de dcido nucleico como una cadena po-
linucleotidica sencilla, cuyos dtomos estan unidos
por enlaces quimicos covalentes). Dichas interac-
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ciones no covalentes son sensibles a la tempera-
tura, de modo que pueden ocurrir y mantenerse
estables por debajo de una determinada tempe-
ratura, pero no ocurren o son inestables a tem-
peraturas mas elevadas. La estructura espacial
de la molécula o asociacion de moléculas es di-
ferente dependiendo de que ocurran o no dichas
interacciones no covalentes y esta estructura es-
pacial o conformacién afecta a la velocidad de mi-
gracién electroforética. La ruptura de las interac-
ciones no covalentes por efecto de la temperatura
se denomina fusiéon por analogia con otros mate-
riales y la temperatura a la que se produce dicha
ruptura y la transicién conformacional correspon-
diente se denomina temperatura de fusién. Ge-
neralmente y de forma condicionada por el tipo
de soporte en el que se realiza la electroforesis,
cuando se establecen muchas interacciones no co-
valentes como las mencionadas la conformacion es
mas compacta y la velocidad de migracién es ma-
yor, mientras que cuando se establecen pocas de
estas interacciones la conformacion es mas laxa y
la velocidad de migracién es menor.

Descripcién del ejemplo:

Separacion de dcidos nucleicos muy similares

Supongamos una mezcla hipotética simple de
dos moléculas o dos asociaciones de moléculas
muy parecidas, por ejemplo dos fragmentos de
acido deoxi-ribonucleico practicamente idénticos
excepto en una pequefia parte, que podrian co-
rresponder en el ejemplo a un fragmento de un
gen normal o sano y el mismo fragmento de un
gen mutante o patolégico. Puesto que ambos
fragmentos son muy similares su migracién elec-
troforética sera también muy similar y no podran
diferenciarse o separarse mediante electroforesis
simple. Sin embargo las interacciones no cova-
lentes que mantienen la conformacion espacial
pueden presentar una diferente sensibilidad a la
temperatura, teniendo por ejemplo el fragmento
normal una temperatura de fusiéon T1 y el frag-
mento mutante una temperatura de fusién T2
(siendo T1 distinto de T2, T1 menor que T2 en el
ejemplo). A temperaturas inferiores a T1 ambos
fragmentos migran a igual velocidad. Al alcan-
zarse una temperatura T1 se produce la fusién
del fragmento mutante y una reduccién de su ve-
locidad de migracion electroforética, mientras que
el fragmento normal aiin mantiene esencialmente
la misma conformaciéon compacta y por tanto la
misma velocidad de migracién, de modo que ade-
lanta al fragmento mutante y se produce la se-
paracién efectiva entre ambos. Andlogamente al
alcanzar la temperatura T2 se produce la fusién
del fragmento normal y se reduce su velocidad de
migracién. A temperaturas superiores a T2 am-
bos fragmento migran esencialmente a igual ve-
locidad, pero en el intervalo entre ambas tempe-
raturas se ha producido la separacion fisica entre
ambos que era lo que se pretendia.

Ventajas sobre la técnologia actual.

La presente invencién tiene por objeto resol-
ver varios problemas técnicos y llenar determina-
dos vacios metodolégicos. El procedimiento que
se describe en esta patente para aprovechar el
ya mencionado fenémeno fisicoquimico se funda-
menta en el concepto de realizar cambios tem-
peratura durante el tiempo de migracion electro-
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forética de las moléculas que se pretende separar.
La instrumentacion requerida es de facil diseno y
ejecucién, facilmente controlable y muy versatil,
ya que en principio se puede conseguir cualquier
cambio de temperatura en funcién del tiempo que
se desee. Puesto que el cambio de temperaturas
se realiza en el tiempo y durante el transcurso de
la migracidn electroforética, no se requiere ningin
tiempo previo de establecimiento o estabilizacién,
y por tanto se economiza tiempo en su aplicaciéon
real.

Para la aplicacion de un cambio de tempe-
ratura en el tiempo la forma fisica del soporte
donde se realiza la electroforesis es esencialmente
irrelevante, y por tanto este procedimiento puede
aplicarse tanto a electroforesis convencional como
capilar. De hecho el cambio temporal de tempe-
ratura es especialmente eficiente en electroforesis
capilar dada la elevada superficie y reducido vo-
lumen de los soportes capilares que permite una
transferencia de calor practicamente instantanea.

Otro objeto de esta patente es la extension
del campo de aplicacién de los procedimientos de
electroforesis con cambio espacial y /o temporal de
temperatura incluyendo la separacién analitica o
preparativa de moléculas de naturaleza no poli-
nucleotidica.

Modos de realizacion de la programacion temporal
de cambios de temperatura durante la migracion
electroforética.

La presente invencién propone un procedi-
miento de separacién analitica o preparativa de
moléculas de cualquier naturaleza mediante elec-
troforesis caracterizado por la introduccién de
cambios arbitrarios de temperatura programados
en el tiempo durante la migracion electroforética
de las moléculas a separar.

Los cambios de temperatura se pueden produ-
cir mediante calentamiento o refrigeracion del gel
o cualquier otro soporte o tampén electroforético,
o cualquier recipiente que contiene a estos, inclui-
dos los recipientes capilares empleados en electro-
foresis capilar. Todos estos componentes o partes
se refieren conjuntamente en lo sucesivo como so-
porte de electroforesis para abreviar las descrip-
ciones.

El intercambio de calor puede producirse en-
tre el soporte de electroforesis y un medio externo
de cualquier tipo: gaseoso (aire en un compar-
timento abierto o cerrado por ejemplo), liquido
(bafio en el que se encuentra parcial o totalmente
inmerso el soporte de electroforesis por ejemplo),
sélido (por contacto directo o indirecto con el so-
porte de electroforesis) o cualquier combinacién
de estos. La parte o dispositivo que realiza esta
funcién en otros procedimientos, como la croma-
tografia de gases que ya se ha mencionado, se de-
nomina genéricamente compartimento térmico.

El compartimento térmico consiste en cual-
quier elemento o dispositivo cuya temperatura
pueda ajustarse arbitrariamente, como un fluido
en un recipiente con una resistencia eléctrica para
calentarlo o elevar su temperatura por encima de
la exterior o ambiental, o un sistema de refri-
geracion para enfriarlo o reducir dicha tempera-
tura por debajo de la exterior, o elementos Peltier
que permiten tanto calentar como enfriar respecto
de la temperatura ambiental. El compartimento
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térmico puede ser también un elemento sélido ca-
lentado o enfriado por cualquiera de los procedi-
mientos ya mencionados.

De forma independiente o en conjuncién con
los procedimientos anteriores, la generacién de ca-
lor por la propia corriente eléctrica que se esta-
blece en el soporte electroforético puede utilizarse
para variar la temperatura del mismo. Conside-
rando esta circunstancia en. lo sucesivo, y para
abreviar las descripciones, se referird como com-
partimento térmico cualquiera de estos dispositi-
vos o procedimientos que permiten seleccionar y
variar arbitrariamente en el tiempo la tempera-
tura del soporte electroforético, aun cuando todo
o parte de dicho soporte esté involucrado en la
generacién o disipacién de calor y por tanto en la
variacion de su propia temperatura.

La temperatura alcanzada en cada momento
por el compartimento térmico se regula o pro-
grama mediante dispositivos adecuados que pue-
den ser de muy diferente grado de complejidad.
Ejemplo de dispositivo complejo y versdtil.

Un ejemplo de dispositivo sofisticado y ver-
satil podria estar formado por elementos Peltier,
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un medio de transferencia de calor por ejemplo
liquido, y sensores de temperatura adecuados, es-
tando todo el conjunto controlado por un compu-
tador que ejecutase un programa preestablecido
y completamente arbitrario de cambios de tem-
peratura en funcién del tiempo.

Ejemplo de dispositivo simple.

En el extremo opuesto, un dispositivo extre-
madamente simple pero menos versatil podria es-
tar formado por un bafio con un volumen fijo de
liquido a una temperatura inicial determinada en
cuyo interior se sumerge una resistencia eléctrica
fija que se conecta al iniciarse la electroforesis a
una tensién fija; el bafio se calienta progresiva-
mente y lo mismo ocurre con el soporte electro-
forético, bien por estar sumergido en el bano o
a través de un serpentin por el que se fuerza el
paso del liquido mediante una bomba. La pro-
gramacién de temperaturas en un dispositivo tan
simple como este seria el conocimiento previo,
teérico o empirico, por parte del operador, del
cambio de temperatura que ocurre en el sistema
en funcién del tiempo.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento electroforesis con progra-
macién temporal de cambios de temperatura ca-
racterizado por la introduccién de un cambio de
temperatura programado en el tiempo durante la
migracién electroforética.

2.  Aparatos de electroforesis convencional
(para soportes como papel, membrana, gel, etc.)
dotados de sistemas de termostatizacién de cual-
quier tipo (aire, liquido u otros procedimientos,
con distribucién espacial homogénea o no ho-
mogénea) controlados en el tiempo de modo que
permiten la programaciéon temporal de cambios
de temperatura en el soporte electroforético du-
rante la migracién de las moléculas a separar para
la ejecucién del procedimiento descrito en la rei-
vindicacion 1.

3. Accesorios adaptables a aparatos de elec-
troforesis convencional (para soportes como pa-
pel, membrana, gel, etc.) consistentes en siste-
mas de termostatizacién de cualquier tipo (aire,
liquido u otros procedimientos, con distribucién
espacial homogénea o no homogénea) controla-
dos en el tiempo de modo que permiten la pro-
gramacién temporal de cambios de temperatura
en el soporte electroforético durante la migraciéon
de las moléculas a separar para la ejecucion del
procedimiento descrito en la reivindicacién 1.

4. Aparatos de electroforesis capilar dota-
dos de un compartimento térmico o sistema de
termostatizacién de cualquier tipo (aire, liquido
u otros procedimientos, con distribucién espa-
cial homogénea o no homogénea) controlado en
el tiempo de modo que permite la programacion
temporal de cambios de temperatura en el so-
porte electroforético durante la migraciéon de las
moléculas a separar para la ejecuciéon del proce-
dimiento descrito en la reivindicacién 1.

5. Accesorios adaptables a aparatos de elec-
troforesis capilar consistentes en un comparti-
mento térmico o sistema de termostatizacién de
cualquier tipo (aire, liquido u otros procedimien-
tos, con distribucién espacial homogénea o no ho-
mogénea) controlado en el tiempo de modo que
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permite la programacién temporal de cambios de
temperatura en el soporte electroforético durante
la migracién de las moléculas a separar para la
ejecucién del procedimiento descrito en la reivin-
dicacion 1.

6. Aparatos segun reivindicaciones 2 y 4 o
accesorios segun reivindicaciones 3 y 5 caracte-
rizados por disponer de uno o mas elementos ca-
lefactores y/o refrigerantes, un medio de transfe-
rencia de calor entre estos y el soporte electro-
forético, y sensores de temperatura, estando todo
el conjunto controlado por un computador que
ejecuta un programa preestablecido de cambios
de temperatura en funcién del tiempo.

7. Aparatos segin reivindicaciones 2 y 4 o ac-
cesorios segun reivindicaciones 3 y 5 caracteri-
zados por disponer de un sistema de transferen-
cia de calor, por inmersién o contacto con un ser-
pentin, entre el soporte electroforético y el liquido
contenido en un bano con un volumen fijo, cuya
temperatura inicial puede ser ajustada y en cuyo
interior se sumerge una resistencia eléctrica fija
que se conecta al iniciarse la electroforesis a una
tension fija. La programaciéon de temperaturas
en el soporte electroforético consiste en el conoci-
miento previo, tedrico o empirico, del cambio de
temperatura que ocurre en el conjunto en funcién
del tiempo.

8. Aplicacién del procedimiento descrito en la
reivindicacién 1 a la separacion de polinucleétidos
o derivados con fines analiticos o preparativos.

9. Aplicacién del procedimiento descrito en la
reivindicacion 1 a la deteccién de mutaciones en el
material genético humano con fines diagndsticos.

10. Aplicacion del procedimiento descrito en
la reivindicacién 1 a la separacién de polipéptidos
o derivados con fines analiticos o preparativos.

11. Aplicacion del procedimiento descrito en
la reivindicacién 1 a la separacién de polisacaridos
o derivados con fines analiticos o preparativos.

12. Aplicacién de los procedimientos de elec-
troforesis convencional o capilar con cambio espa-
cial y/o temporal de temperatura a la separacién
analitica o preparativa de moléculas de naturaleza
no polinucleotidica.
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