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DESCRIPCION

Procedimiento de extraccién de acidos nuclei-
cos embebidos en gel de agarosa.
Introducciéon

Se describe un procedimiento para la ex-
traccion de macromoléculas, especialmente de
acidos nucleicos, DNA o RNA, o derivados de
estos, embebidas en un gel de agarosa o deriva-
dos. Asi mismo se describe una nueva aplicacién
del polietilenglicol (PEG) y en general de cual-
quier otro compuesto con capacidad de producir
separacion de fases en mezclas acuosas de agarosa
como componente fundamental de dicho procedi-
miento de extraccion.

Campo de aplicacién

Sector de la técnica al que se refiere la
invenciéon

Esta operacion de extraccién de macromolé-
culas, especialmente de &cidos nucleicos, DNA o
RNA, o derivados de estos, embebidas en un gel
de agarosa o derivados, es de especial interés y
utilidad en el campo de la biologia molecular, en
trabajos de investigacién, en determinados ensa-
yos para diagnéstico clinico, y en procesos de pro-
duccién industrial.

La utilidad industrial directa de la aplicacién
del polietilenglicol, y en general de cualquier otro
compuesto con capacidad de producir separacién
de fases en mezclas acuosas de agarosa, que se
describe en esta patente consiste en su inclusién
como parte integrante de “kits” comerciales para
la extraccién de acidos nucleicos embebidos en gel
de agarosa, generalmente resultantes de la sepa-
racién electroforética de dichos acidos nucleicos
en dicho gel de agarosa.

Se entiende por inclusién como parte inte-
grante de dichos “kits” tanto la inclusién directa
del compuesto (polietilenglicol o cualquier otro
compuesto con capacidad de producir separacién
de fases en mezclas acuosas de agarosa), en cual-
quier forma de presentaciéon, como la inclusién
de informacién concerniente a su utilizacién para
esta aplicacién.

Estado de la técnica

En muchos tipos de aplicaciones y principal-
mente debido a su versatilidad y alto poder de re-
solucién, la técnica de electroforesis en gel de aga-
rosa es frecuentemente usada como una técnica
preparativa en microescala para el aislamiento de
segmentos de DNA. se han descrito centenares de
técnicas para este propésito (algunas detalladas
en apartado sobre Estado de la Técnica) y mu-
chas estan actualmente disponibles como “kits”
comerciales. Muchas de ellas son, de hecho, lige-
ras o ingeniosas variantes sobre unos pocos princi-
pios bésicos, como son la electroelucion, difusion,
extrusion fisica y disolucién quimica o enziméatica
de la agarosa.

La razén para tal proliferacion de técnicas es
la amplia utilidad de este tipo de paso de aisla-
miento, para muchas aplicaciones diferentes en el
campo amplio de la llamada biologia molecular
o genética molecular, y el hecho de que ninguna
de dichas técnicas es completamente satisfactoria
para todos los casos.

En esta patente se describe y reivindica otro
procedimiento para la recuperacion de DNA,
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RNA o 4cidos nucleicos y derivados en general,
embebidos en bloques de gel de agarosa. Este pro-
cedimiento proporciona preparaciones limpias,
adecuadas para la mayoria de las aplicaciones, in-
cluyendo reaccién en cadena de polimerasa (PCR)
y secuenciacién.

El procedimiento es totalmente original y se
basa en el descubrimiento de un fenémeno de se-
paracién de fases inducido por la presencia de po-
lietilenglicol (PEG) durante la gelificacién de la
agarosa. El resultado practico de este fenémeno
es que la agarosa gelifica de forma no homogénea,
como grumos dispersos en la mezcla, mientras
que una parte significativa del volumen de mezcla
permanece en estado fluido. Como consecuencia
de esta gelificacion no homogénea, una parte im-
portante de las moléculas que se pretenden aislar
(DNA, RNA u otras) quedan excluidas de los gru-
mos de agarosa, permaneciendo en la fase fluida,
de donde pueden ser facilmente recuperadas por
precipitacién etandlica convencional después de
haber eliminado los grumos de agarosa por sim-
ple centrifugacién.

No se ha encontrado ninguna descripciéon pu-
blicada o patentada de aplicacién del polietilengli-
col o cualquier otro compuesto con capacidad de
producir separaciéon de fases en mezclas acuosas
de agarosa, para la extraccién de acidos nucleicos
desde geles de agarosa.

Tampoco se ha encontrado ninguna descrip-
cién publicada o patentada de un procedimiento
de extraccion de acidos nucleicos desde geles de
agarosa basado en una fusién técnica del gel se-
guida de una gelificacién con separacion de fases
0 no homogénea.
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Explicaciéon de la invencion

La invencién consiste en un procedimiento
para la extraccién de macromoléculas, especial-
mente de dcidos nucleicos, DNA o RNA, o deriva-
dos de estos, embebidas en un gel de agarosa o de-
rivados. Dicho procedimiento de extraccién cons-
tituye y estd basado en una nueva aplicacién del
compuesto polietilenglicol, y en general de cual-
quier otro compuesto con capacidad de producir
separacion de fases en mezclas acuosas de agarosa.

Esta aplicacién se deriva de un fenémeno de
separaciéon de fases que ocurre en una mezcla
acuosa de dichos dos polimeros hidrofilicos, aga-
rosa (a temperaturas en que dicha agarosa se en-
cuentra fundida) y polietilenglicol u otros com-
puestos poliméricos hidrofilicos.

Como resultado de esta separaciéon de fases en
medio acuoso, la agarosa queda confinada o enri-
quecida en una de las dos fases, de modo que al
reducir la temperatura se obtiene una gelificacion
de este polimero en parte del volumen total de
la mezcla, quedando el resto del volumen de la
mezcla en estado fluido.

La molécula de interés que se pretende ex-
tracién por ejemplo un dcido desoxirribonucleico
(DNA), se reparte entre ambas fases de modo que,
al reducirse la temperatura y producirse la ge-
lificacién de la agarosa, una parte del total de
moléculas de DNA quedan de nuevo atrapadas
en el gel de agarosa pero otra parte permanecen
solubles en la parte del volumen de la mezcla que
permanece fluida.

El gel de agarosa o fase sélida puede ahora se-
pararse de la fase fluida por simple centrifugacién
y el DNA puede recuperarse a partir de la fase
fluida por precipitacién con etanol segiin procedi-
mientos convencionales.

En términos generales, el procedimiento cons-
ta de los siguientes pasos:
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Materiales y soluciones

1. 10% PEG en agua ultrapura.

2. Bano a temperatura de ebullicién, placa ca-
lefactora seca u horno de microondas.

Procedimiento

1. Calentar la solucién de 10 % PEG en el bafio
a temperatura de ebullicién (o equivalente).

2. Cortar el bloque de agarosa, introducirlo en
un tubo y colocar este en el bano en ebu-
llicién hasta fundir totalmente.

3. Afiadir 2 volimenes (2 pl por mg de gel de
agarose) de la solucién de PEG y mezclar.

4. Dejar enfriar a temperatura ambiente. La
agarosa gelifica visiblemente como grumos
dispersos en suspensién.

5. Centrifugar 5 minutos y decantar la fase
fluida sobrenadante a un tubo limpio.

6. Afiadir 2 volimenes de 100 % etanol. Dejar
precipitar durante 20 minutos a -20°C.

7. Centrifugar 10 minutos. Descartar el sobre-
nadante y resuspender el sedimento en 25
ul de agua ultrapura.

Una breve incubacién de unos 15 minutos
a 37°C puede ser necesaria para resuspen-
der trazas de PEG también presentes en el
sedimento. La presencia de este contami-
nante no interfiere con reacciones de PCR o
secuenciacién.

Ventajas sobre la tecnologia actual

Este método es especialmente eficiente para
moléculas de DNA de pequeno o mediano tama-
no, menor de 1000 pares de bases, que son gene-
ralmente recuperados con poca eficiencia por los
procedimientos mas frecuentemente usados basa-
dos en la unién de DNA a polvo de vidrio u otras
resinas.

Como se puede ver en la figura 1, la recupe-
racién es muy eficiente para segmentos de DNA
pequenos, alrededor de 300 pares de bases y me-
nores (no mostrado en dicha figura 1). El rendi-
miento (figura 2) disminuye progresivamente para
segmentos de DN A mayores, pero hasta 1000 pa-
res de bases la recuperacion puede ser considerada
satisfactoria para muchas aplicaciones.

Es importante mencionar que la recuperacién
calculada en la figura 2 se refiere a moléculas de
DNA que han recuperado la estructura de doble
cadena; el rendimiento en DNA total, esto es en
forma de cadena doble méas en forma de cadena
sencilla es muy superior (no mostrado). Esto es
especialmente 1til cuando la siguiente aplicacion
del DNA recuperado no requiere o no saca nin-
guna ventaja particular de la conformacion en ca-
dena doble, como por ejemplo en reacciones de
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PCR o secuenciacién.

El procedimiento es igualmente adecuado para
la recuperacién de DNA de cadena doble y de
cadena sencilla, y debe funcionar igualmente para
RNA y derivados de todas estas moléculas.

La técnica ha sido comprobada con éxito con
distintos tipos de agarosa incluyendo convencio-
nales, de baja temperatura de fusién y de alta
resolucién.

Las principales ventajas de este método so-
bre otros procedimientos son el bajo coste y la
reducida manipulacién que requiere. Ambas ca-
racteristicas son especialmente valiosas cuando se
requiere procesar un elevado nimero de muestras
en paralelo, por ejemplo para posterior PCR o
secuenciacion.

Otra ventaja de este procedimiento es su re-
producibilidad y alto rendimiento relativo para
moléculas de DNA pequenas. El principal incon-
veniente es que el DNA de doble cadena necesaria-
mente sufre una “desnaturalizaciéon” o paso a con-
formacién en cadena sencilla. Esto es inicamente
problematico en moléculas de mayor tamano e
implica que hay que realizar un paso de reaso-
ciacion de cadenas si la siguiente aplicacién del
DNA recuperado requiere una configuracién en
cadena doble.

Descripcién de las figuras

Figura 1.- Fotografia de una electroforesis de
muestras de DNA en gel de agarosa al 1% tenido
con bromuro de etidio que muestra la recupe-
raciéon que se obtiene al aplicar el procedimiento
descrito en esta patente a segmentos de DNA de
diferentes tamanos embebidos en gel de agarosa.
Muestras de cada segmento de DNA fueron some-
tidas a electroforesis en gel de agarosa convencio-
nal al 1%. Los bloques de gel que contenian las
bandas fueron cortados y el DNA fue recuperado
aplicando el procedimiento basado en una fusién
térmica del gel seguida de una gelificacién con
separacion de fases o no homogénea de la aga-
rosa descrito en esta patente. La totalidad del
material recuperado fue sometida a electroforesis
en un segundo gel de agarosa idéntico al anterior
(carreras 2, 4, 6 y 8), cada una franqueada por
sus correspondiente muestras originales (carreras
1, 3,5y 7), exactamente en la misma cantidad en
que se aplicaron en la primera electroforesis. Una
muestra idéntica a la aplicada en la carrera 8 fue
sometida a digestion con el enzima Pstl, que ge-
nera dos fragmentos de 1000 y 200 pares de bases
respectivamente. La muestra digerida se aplico
en la carrera 9.

Figura 2.- Representacién grafica de la cuanti-
ficacién de la recuperacién de segmentos de DNA
de diferentes tamanos. La fotografia presentada
en la figura 1 fue digitalizada y sobre ella se realizé
un analisis densitométrico. La intensidad de fluo-
rescencia integrada (I) de cada banda (proporcio-
nal a la cantidad de DNA) fue usada para calcular
el porcentaje de recuperacién segun la férmula:
recuperacién % = 100 x (Irecuprada/Ioriginal).
El grafico muestra el porcentaje de recuperacién
frente al tamano del segmento de DNA en pares
de bases.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de extraccién de acidos
nucleicos, DNA o RNA, o derivados de estos, em-
bebidos en gel de agarosa o derivados basado en
una fusién térmica del gel seguida de una gelifi-
cacion con separacion de fases o no homogénea de
la agarosa o derivados.

2. Procedimiento de extraccién de acidos nu-
cleicos, DNA o RNA, segin reivindicacién 1 ca-
racterizado porque el fenémeno de separacién
de fases se consigue con una mezcla acuosa de
agarosa y otro compuesto polimérico hidrofilico
con capacidad de producir una gelificacién no ho-
mogénea de la agarosa en medio acuoso.

3. Procedimiento de extraccién de acidos nu-
cleicos, DNA o RNA, segin reivindicacién 2 ca-
racterizado porque el compuesto polimérico hi-
drofilico que provoca una gelificacién no homogé-
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nea de la agarosa en medio acuoso es polietilen-
glicol (PEG).

4. Procedimiento de extraccion de acidos nu-
cleicos, DNA o RNA, segin reivindicacién 3 ca-
racterizado porque la separacion de fases se rea-
liza aniadiendo 2 pl de una solucién al 10% de
PEG por mg de gel de agarosa.

5. Kit para la extraccion de dcidos nucleicos,
DNA o RNA, o derivados de estos, embebidos en
un gel de agarosa o derivados, caracterizado por
la aplicacién de un compuesto con capacidad de
producir separaciéon de fases en mezclas acuosas
de agarosa.

6. Kit para la extraccion de dcidos nucleicos,
DNA o RNA, o derivados de estos, embebidos
en un gel de agarosa o derivados, segin reivindi-
cacién 5 caracterizado porque el compuesto con
capacidad de producir separacién de fases en mez-
clas acuosas de agarosa es polietilenglicol (PEG).
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