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(57) Hauptanspruch: Verfahren zur chromatographischen
Reinigung und Trennung von Nucleinsduregemischen aus
biologischen Quellen, wie Zellkulturen, Geweben, Koérper-
flissigkeiten, Mikroorganismen oder Viren, durch Adsorption
der zu trennenden und reinigenden Nucleinsauren aus einer
Lésung, die eine hohe Salzkonzentration (lonenstarke) und
eine hohe Alkoholkonzentration aufweist an einen Trager,
gefolgt von einer Desorption von dem Trager mittels einer
Lésung mit geringerer Salzkonzentration (lonenstéarke), da-
durch gekennzeichnet, dall das Nucleinsauregemisch ohne
vorherige Reinigung an Anionenaustauschermaterialien

— an einem pordsen oder nicht porésen mineralischen Tra-
ger aus Metalloxiden und/oder Metallmischoxiden, Silicagel,
Materialien, die Uberwiegend aus Glas bestehen, Alumini-
umoxid, Zeolithe, Titandioxid, Zirkondioxid aus einer walri-
gen Adsorptionslésung mit hoher Salzkonzentration (lonen-
starke) und mit 1 bis 50 Vol.-% aliphatischen Alkohols einer
Kettenlange von C4-C5 adsorbiert wird,

—gegebenenfalls mit einer Waschlésung gewaschen und da-
nach

— mit einer L&sung geringerer Salzkonzentration (lonenstar-
ke) eluiert wird und die erhaltene Nucleinsaure oder Nuclein-
saurefraktion gesammelt wird,

wobei ein Aufschluss der Nucleinsauren direkt in dem Puf-
fersystem,...
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Beschreibung

[0001] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist
ein Verfahren zur chromatographischen Reinigung
und Trennung von Nucleinsduregemischen gemaf
Oberbegriff des Anspruchs 1, die Verwendung des
Verfahrens zur Reinigung von Nucleinsédurefragmen-
ten, die Modifizierungsreaktionen unterzogen worden
sind, eine Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfah-
rens, eine walrige Lésung, die im erfindungsgema-
Ren Verfahren einsetzbar ist sowie die Verwendung
dieser Ldsung.

[0002] Die Adsorption von Nucleinsduren an Glas-
oder Silicagelpartikeln in Gegenwart von chaotropen
Salzen ist bekannt (Vogelstein, B. and Gillespie, D.
(1979) Preparative and analytical purification of DNA
from agarose., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 615-
619). Gemal dieser Methode wird DNA aus Agarose-
gelen sowie RNA- und DNA-Praparate aus verschie-
denen Extrakten unter Verwendung von hohen Kon-
zentrationen chaotroper Salze in Natriumiodid, Na-
triumperchlorat oder Guanidinthiocyanat isoliert und
gereinigt (Boom, R. et al. (1990) Rapid and simple
method for purification of nucleic acids, J. Clin. Mi-
crobiol. 28, 495-503 und Yamado, O. et al. (1990)
A new method for extracting DNA or RNA for po-
lymerase chain reaction. J. Viro. Methods 27, 203-
210). Zwar sind die genauen pysikalischen Vorgéan-
ge, die zu einer Adsorption der Nucleinsauren in Ge-
genwart chaotroper Reagenzien an mineralische Tra-
ger flhren nicht im Detail geklart, jedoch geht man
davon aus, daf} die Ursache fir die Adsorption in der
Stoérung Ubergeordneter Strukturen des walirigen Mi-
lieus zu suchen ist. Dabei wird die in L6sung befind-
liche Nucleinsdure an der Oberflache der Glas- bzw.
Silicalgelpartikel adsorbiert oder denaturiert. Die Ad-
sorption ist in Anwesenheit von hohen Konzentratio-
nen chaotroper Salze fast quantitativ. Die Elution der
adsorbierten Nucleinsduren erfolgt in Anwesenheit
von Puffern mit geringer lonenstérke (Salzkonzentra-
tion). Durch die Verfahren des Standes der Technik
werden Nucleinsaurefragmente einer Gré3e von 200
bis 3.000 Basenpaaren (bp) erméglicht. Es war bis-
lang jedoch nicht mdglich, kurze einzel- oder doppel-
strangige Nucleinsdurefragmente (100 bp und klei-
ner) von sehr kurzen (20 bis 40 Nucleotide) einzel-
strangigen Oligonucleotiden (Primern) quantitativ zu
trennen.

[0003] Diese Nucleinsauregemische entstehen ty-
pischerweise als Amplifikationsprodukte zum Bei-
spiel gemall der Polymerasekettenreaktion (PCR).
Die aus dieser Reaktion entstehenden Produkte wer-
den héaufig anschlieRend molekularbiologisch ana-
lysiert, indem die Ublichen Techniken wie DNA-Se-
quenzierung, DNA-Hybridisierung, Klonierung, Re-
striktion und Transformation durchgefiihrt werden.
Damit lassen sich analytische Parameter wie Aus-
sagen Uber Genmutationen fir die genetische Be-

ratung oder Erregernachweise in der medizinischen
Diagnostik (HIV) gewinnen. Um das Potential die-
ser Diagnostikverfahren nutzen zu kénnen, ist eine
quantitative Trennung bzw. Reinigung dieser hau-
fig recht kleinen DNA-Fragmente (100 Basenpaare)
sehr wichtig.

[0004] Die zur Zeit zur Verfigung stehenden Reini-
gungsmethoden basieren auf der Ultrafiltration, der
High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) oder
der Extraktion von Nucleinsaurefragmenten aus Aga-
rosegelen in Anwesenheit chaotroper Salze durch
Niederschlagen auf Glas- oder Silicagelpartikel. Die-
se Methoden sind jedoch nur mit niedriger Effizi-
enz zur Trennung von Nucleinsduregemischen be-
stehend beispielsweise aus einem kurzen doppel-
strangigen DNA-Fragment (100 bp) und einem klei-
neren einzelstrangigen Oligonucleotid (zum Beispiel
39 mer) geeignet.

[0005] Das technische Problem der vorliegenden Er-
findung besteht darin, ein Verfahren bereitzustellen,
mit dem es moglich ist, die oben genannten Nachteile
des Standes der Technik zu vermeiden. Geldst wird
das Problem durch ein Verfahren zur chromatogra-
phischen Reinigung und Trennung von Nucleinsdure-
gemischen gemal den Merkmalen des Anspruchs 1.
Die darauf folgenden Unteranspruche 2 bis 8 betref-
fen bevorzugte Ausfliihrungsformen des erfindungs-
gemalien Verfahrens.

[0006] Der Anspruch 9 betrifft eine Verwendung
des erfindungsgemafRen Verfahrens zur Reinigung
von Nucleinsaurefragmenten nach Modifizierungsre-
aktionen. Der Anspruch 11 betrifft eine Vorrichtung
zur Durchfiihrung des erfindungsgeméafien Verfah-
rens und Anspruch 12 betrifft eine bevorzugte Aus-
fuhrungsform der erfindungsgemafRen Vorrichtung.
Der Anspruch 14 betrifft eine walrige Lésung ver-
wendbar im erfindungsgemafen Verfahren und An-
spruch 16 betrifft eine Zusammenstellung der Kom-
ponenten gemaf Anspruch 15 und Anspruch 11.

[0007] Das erfindungsgemalie Verfahren nutzt die
an sich bekannte Eigenschaft von Nucieinséduren
aus, in Gegenwart chaotroper Salze, Salzldsungen
hoher lonenstarke (hoher Konzentrationen), Reagen-
zien wie z. B. Harnstoff oder von Mischungen die-
ser Substanzen auf mineralischen Trager niederzu-
schlagen und durch Einwirkung von Lésungen gerin-
ger lonenstérke (Salzkonzentration) zu eluieren. So
schlagt die PCT/EP 92/02775 der Anmelderin vor,
ein Nucleinsauregemisch zunachst in einem Medium
niederer lonenstarke auf einem Anionenaustauscher-
material zu adsorbieren, danach die Nucleinsaure mit
einem Puffer hdherer lonenstérke zu desorbieren und
danach im Puffer mit dieser héheren lonenstéarke in
Gegenwart von niederen Alkoholen und/oder Poly-
ethylenglycol und/oder Trichloressigsdure (TCA) die
Nucleinsduren auf einem mineralischen Tragermate-
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rial zu adsorbieren. Die Nucleinsduren werden dann
vorzugsweise mit Wasser oder einer Pufferlésung ge-
ringer lonenstérke eluiert.

[0008] Es hat sich nun herausgestellt, da® zur Tren-
nung von Nucleinsduren die vorherige Reinigung an
Anionenaustauschermaterialien unterbleiben kann.
Uberraschenderweise 18Rt sich auch durch die Ad-
sorption von Nucleinsauren in Gegenwart chaotroper
Salze hoher Konzentration und Desorption der Nu-
cleinsduren mit Lésungen geringer lonenstarke eine
hervorragende Fraktionierung eines Nucleinsaurege-
misches erzielen.

[0009] Durch das erfindungsgemale Verfahren wird
es mithin ermdglicht, in einem Arbeitsschritt durch
Adsorption der zu trennenden Nucleinsauren und
Elution in effizienter Weise interessierende Nuclein-
saurefraktionen zu erhalten, ohne vorherige Reini-
gungsschritte.

[0010] Sollen nucleinsdurehaltige Proben als Quel-
len der zu reinigenden und isolierenden Nucleinsgu-
ren dienen, werden diese Quellen in an sich bekann-
ter weise aufgeschlossen, beispielsweise durch De-
tergenzbehandlung oder mechanische Einflisse wie
Ultraschall oder Zerkleinern. Dabei kann die zur Auf-
nahme der Nucleinsauren verwendete Ldsung be-
reits chaotrope Salze in hoher Konzentration enthal-
ten. Nach Entfernung eventuell vorhandener grober
Zellbestandteile durch Zentrifugation oder Filtration
(WO 93/11218 und WO 93/11211) wird die Lésung
dann mit einem mineralischen Tragermaterial in Kon-
takt gebracht, um aus der Lésung mit hoher lonen-
starke chaotroper Salze die Nucleinsauren auf dem
mineralischen Trager zu adsorbieren.

[0011] Eine Abwandlung des erfindungsgemafRen
Verfahrens besteht darin, den Aufschluf der Nuclein-
sauren direkt in dem Puffersystem, das zur Adsorp-
tion eingesetzt wird, durchzufiihren. Dann wird eine
besonders glnstige Nucleinsédureverteilung gewinn-
bar.

[0012] Ublicherweise werden Nucleinsduren aus
eukaryontischen und/oder prokaryontischen Zellen
(darunter auch Protozoen und Pilze) und/oder aus Vi-
ren gewonnen. Dabei werden die Zellen und/oder Vi-
ren beispielsweise unter stark denaturierenden und
gegebenenfalls reduzierenden Bedingungen aufge-
schlossen (Maniatis, T., Fritsch, E. F. & Sambrook,
S., 1982, Molecular Clonin Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor University Press, Cold Spring Harbor).

[0013] Weit verbreitet ist der Aufschluld der Zel-
len mit Detergenzien als denaturierende Reagenzien
und die Verwendung von bestimmten Enzymen zum
Abbau der Proteinstrukturen und nucleinsaurespal-
tenden Enzymen. So werden beispielsweise Natri-
umdodecylsulfat (SDS) und EDTA als denaturieren-

de Agenzien verwendet und Proteinase K zum Ab-
bau von Proteinen. Das Ergebnis dieses Aufschlul3-
verfahrens ist meistens eine hochviskose gallertarti-
ge Struktur, aus der die Nucleinsduren mittels Phe-
nolextraktion isoliert werden. Die Nucleinsauren blei-
ben dabei in grolRer Lange erhalten und werden nach
Dialyse und Prazipitation aus der walrigen Phase
entfernt. Dieses AufschluBverfahren ist gegeniber
Nicht-Nucleinsdure-Strukturen so aggresiv, dafl dem
Verfahren auch Gewebestlicke unterworfen werden
kénnen.

[0014] Wegen der arbeitsintensiven Technik mit
mehrfachem Wechsel der Reaktionsgefalie ist die-
se Methode jedoch fiir grof3e Probenaufkommen und
Routinepraparationen ungtinstig. Dieses. Verfahren
ist zwar automatisierbar, jedoch bewaltigt eine han-
delsiibliche Apparatur gegenwartig etwa 8 Proben
gleichzeitig in vier Stunden (Applied Biosystems A
371). Das Verfahren ist somit teuer und eignet sich
nicht fir die Durchschleusung grof3er Probenserien.
Weiterhin ist nachteilig, daf’ die Folgereaktionen, wie
enzymatische Amplifikation, infolge der groRen Lan-
gen der isolierten Nucleinsauren gestort sind. Dar-
Uber hinaus sind die anfallenden L&sungen hoch-
viskos und schwer handhabbar. Insbesondere DNA
sehr grof3er Lange ist eher stérend, da die mit dem
Verfahren gemall dem Stand der Technik gewon-
nenen Nucleinsduren gesondert zerkleinert werden
mussen, um weiterverarbeitet werden zu kdnnen.

[0015] Der Aufschlul von eukaryontischen und/oder
prokaryontischen Zellen und/oder Viren in alkali-
schem Milieu in Gegenwart von Detergenzien, ist
technisch zwar einfach, liefert jedoch auch Nuclein-
sauren mit grofRer Lénge, die wie oben geschildert
von Nachteil sind.

[0016] An die Rohpraparation der Nucleinsduren
schlieRen sich Folgereaktionen an. Diese Folgere-
aktionen erfordern eine bestimmte Qualitat der Nu-
cleinsauren. So missen diese weitestgehend unver-
sehrt sein, die Ausbeute der Praparation muf} hoch
und reproduzierbar sein, auerdem miuissen die Nu-
cleinsduren in hoher Reinheit, frei von Proteinen und
Zellmetaboliten vorliegen. Der Praparationsweg muf
einfach und wirtschaftlich sein und die Moglichkeit
zur Automation bieten. Die Praparation der Nuclein-
sauren mul ohne die Gefahr von Kreuzkontaminati-
on anderer Proben méglich sein, insbesondere wenn
enzymatische Amplifikationsreaktionen, wie Polyme-
rase Chain Reaction (PCR) (Saiki, r., Gelfand, D.
H., Stoffel, S., Scharf, s. J., Higuchi, R., Horn, G.
T., Mullis, K. S. & Ehrlich, H. A. (1988), Science
239, 487-491) und Ligase Chain Reaction (LCR)
(EP-A-8 83 11 741.8), Anwendung finden. Fur diese
Folgereaktionen ist es wiinschenswert, die Nuclein-
sauren in nicht zu groRRer Kettenlange zu erhalten, die
Zellen mdglichst quantitativ aufzuschliefen und im
Ubrigen die oben genannten Nachteile der im Stand
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der Technik bekannten Aufschlu3verfahren zu ver-
meiden.

[0017] Es ist mithin wiinschenswert, dal} ein Verfah-
ren die Isolierung und Konzentrierung von Nuclein-
sauren aus intakten eukaryontischen und/oder pro-
karyontischen Zellen und/oder Viren oder aus Kor-
perflissigkeiten ermoglicht. Insbesondere soll die da-
bei anfallende Nucleinsaure sich durch nicht zu gro-
Re Kettenldngen auszeichnen, in wenigen Schritten
isolierbar sein und direkt den erforderlichen Folgere-
aktionen unterworfen werden kénnen.

[0018] Die weiter oben angegebene Modifikation
des erfindungsgemalien Verfahrens die dies ermog-
licht, besteht darin, daR die Quellen der Nuclein-
sauren wie eukaryontische und/oder prokaryontische
Zellen und/oder Viren lysiert werden.

[0019] Der Aufschluf® nucleinsaurehaltiger Quellen,
wie eukaryontische und/oder prokaryontische Zellen
und/oder Viren, kann dabei vorzugsweise durch phy-
sikalische oder chemische Einwirkung erfolgen. Da-
bei kann die Lyse entweder mechanisch wie mit
Ultraschall oder durch osmotischen Schock oder
chemisch mittels Detergenzien und/oder chaotropen
Agenzien und/oder organischen Lésungsmitteln (z.
B. Phenol, Chloroform, Ether) oder alkalischem Auf-
schlul} erreicht werden.

[0020] Diese Verfahrensweise flihrt zur Praparation
von Nucleinsauren mit hoher Reinheit und erlaubt es,
eine qualitativ und quantitativ reproduzierbare Analy-
tik durchzufiihren, insbesondere in Kombination mit
enzymatischen Verfahren zur Amplifikation von Nu-
cleinsauren. Es hat sich gezeigt, daf} Aufschlu3me-
thoden mit Detergenzien und/oder chaotropen Agen-
zien, konzentrierten Salzldsungen, Reagenzien wie
Harnstoff, Mischungen dieser Substanzen und/oder
organischen Lésungsmitteln oder physikalische Auf-
schluBmethoden, wie Erhitzen einer Probe, die Fol-
geanwendungen erleichtert. Man erhalt bei Anwen-
dung des erfindungsgemafRen Verfahrens zum Bei-
spiel kiirzere zelluldre DNA (< 50 kb) beziehungswei-
se Gesamtnucleinsduren aus Zellen und/oder Viren
und/oder Kérperflussigkeiten. Die Reinigungsmetho-
de (d. h. die Bedingungen der Bindung und Elution
der Nucleinsduren) fuhrt zu einer Fragmentierung der
Nucleinsauren.

[0021] Die Kombination aus chaotropen Agenzien
hoher lonenstérke und hydrophoben organischen
oder anorganischen Polymeren und/oder Alkoho-
len und/oder Trichloressigsdure (TCA) im Adsorpti-
onspuffer gewahrleistet, dal} die Nucleinsduren im
Gegensatz zu herkdmmlichen Reinigungsverfahren
nach der Lyse quantitativ und hochspezifisch an der
Oberflache des mineralischen Tragermaterials wie
Quarzfasern fixiert werden und so vor weiterfiihren-
den Angriffen der Nucleasen geschutzt sind, wéh-

rend kontaminierende Bestandteile des Lysates nicht
binden. In diesem fixierten Zustand der Nucleins&u-
ren kdnnen restliche kontaminierende Bestandteile
leicht ausgewaschen werden, gefolgt von der Eluti-
on der sauberen Nucleinsaure in einem kleinen Vo-
lumen. Man erhélt so reproduzierbare Kettenldngen
von durchschnittlich 20 bis 40 kb. Weniger als 10%
sind klrzer als 10 kb unter den Aufschluf3bedingun-
gen, wie sie in den Beispielen 7 bis 9 beschrie-
ben werden. Dies stellt eine optimale Langenvertei-
lung fiir eine anschlielRende enzymatische Nuclein-
saureamplifikation dar.

[0022] Die spezielle Kombination von Salzen, ins-
besondere chaotropen Agenzien, und Alkoholen er-
mdglicht es erstmals, Nucleinsduren eines breiten
Kettenlangenspekirums (10-100.000 Basenpaare)
gleichzeitig zu isolieren und zu reinigen.

[0023] Die walrige Adsorptionsldsung hoher Salz-
konzentration enthalt 1 bis 50 Vol.-% aliphatischen
Alkohols einer Kettenldnge von 1 bis 5 C-Atomen
oder Polyethylenglykol.

[0024] Als mineralische Trager kommen pordse oder
nicht porése Materialien auf Basis von Metalloxiden
und Metallmischoxiden in Frage, wie solche aus Sili-
cagel, Materialien, die Gberwiegend aus Glas beste-
hen, Aluminiumoxid, Zeolithe, Titandioxid, Zirkondi-
oxid.

[0025] Gegebenenfalls kann das mineralische Tra-
germaterial mit den daran adsorbierten Nucleinsau-
ren mit einer Lésung gewaschen werden, die auf-
grund eines relativ hohen Alkoholgehaltes eine Des-
orption der Nucleinsauren verhindert.

[0026] Danach werden die adsorbierten Nucleinsau-
ren mit einem Puffer geringer Salzkonzentration (lo-
nenstérke) eluiert und die erhaltenen Nucleinsauren
oder Nucleinsaurefraktionen gesammelt.

[0027] Als chaotrope Salze kommen Natriumper-
chlorat, Guanidinhydrochlorid (GuHCI), Guanidinisot-
hiocyanat (GTC), Kaliumiodid in Konzentrationen von
1 bis 8 M in Betracht. Nutzbar sind ebenfalls konzen-
trierte Salzlésungen > 1 M NaCl, KCl, LiCl etc., Re-
agenzien wie beispielsweise Harnstoff (> 1 M) und
Kombinationen dieser Bestandteile. Die in der L&-
sung der chaotropen Salze vorhandenen niederen Al-
kohole sind Methanol, Ethanol, Isopropanol, Butanol
und Pentanol in Mengen von 1 bis 50%, insofern sie
in diesen Bereichen mit Wasser mischbar sind. Die
vorzugsweise verwendbaren Ethylenglykole weisen
Molekulargewichte von 1.000 bis 100.000, insbeson-
dere von 6.000 bis 8.000 auf. Das Polyethylenglykol
kann dem Puffer hoher lonenstérke in Mengen von 1
bis 30% zugesetzt sein.
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[0028] Die PartikelgréfRe der mineralischen Trager-
materialien betrdgt vorzugsweise 0,1 ym bis 1.000
pm. Werden pordse mineralische Trager verwendet
wie beispielsweise pordses Silicagel, pordses Glas,
poréses Aluminiumoxid, Zeolithe weisen die Poren
vorzugsweise eine Porengréfie von 2 bis 1.000 nm
auf. Das Tragermaterial kann beispielsweise in Form
loser Schittungen vorliegen und mit den die zu tren-
nenden und reinigenden Nucleinsauren enthaltenden
Lésungen in Kontakt gebracht werden.

[0029] Vorzugsweise sind jedoch die pordsen und
nicht porésen Tragermaterialien als Filterschichten
ausgebildet und in einem Hohlkérper mit Ein- und
AuslaRéffnung angeordnet. Die Filterschichten be-
stehen entweder aus gerichteten (gewebten) oder
ungerichteten Fasern aus Glas, Quarz, Keramik oder
anderen Materialien wie Mineralien oder aus einer
Membran, in der Silicagel angeordnet ist.

[0030] Das erfindungsgemalie Verfahren ist in her-
vorragender Weise geeignet, Nucleinsduregemische
zu trennen, insbesondere auch kurzkettige Nuclein-
sauren, die sich in den Kettenl&dngen nur geringflgig
unterscheiden. So lassen sich beispielsweise DNA-
Fragmente einer Grof3e von beispielsweise 100 bp
von kleineren einzelstrangigen Oligonucleotiden zum
Beispiel einem 39 mer trennen. Dabei wird die DNA-
Ausbeute dann um 60 bis 70% gesteigert, verglichen
mit anderen konventionellen Reinigungsmethoden,
wie Ultrafiltration, HPLC oder Verwendung chaotro-
per Salze allein.

[0031] Bei Anwendung des erfindungsgemaflen
Verfahrens, bei dem der Aufschluf® der Nucleinsau-
ren enthaltenden Quellen im Aufnahme-(Adsorpti-
ons-)puffer erfolgt, wird eine Nucleinsdurepraparati-
on mit bestimmten Langenspektrum der Nucleinsgu-
re moglich.

[0032] Das erfindungsgemafie Verfahren erlaubt es,
Nucleinsaduregemische jeglicher Herkunft zu bearbei-
ten. So lassen sich Nucleinsduren aus biologischen
Quellen wie Geweben jeder Art, Korperflissigkeiten
wie Blut, Faeces nach entsprechender Probenvor-
bereitung, die jedenfalls eine Aufnahme der Probe
in einer Loésung hoher Salzkonzentration, vorzugs-
weise hoher Konzentration an chaotropen lonen um-
fal’t, gewinnen. Auch Nucleinsduren, die durch che-
mische Reaktionen entstanden sind, wie solche, die
durch Polymerasekettenreaktion (PCR) erhalten wur-
den oder Plasmid-DNA, genomische DNA und RNA
und/oder Nucleinsduren, die aus Mikroorganismen
stammen, lassen sich erfindungsgemal trennen und
reinigen.

[0033] Das erfindungsgemalie Verfahren ist eben-
falls geeignet, sogenannte Plasmid-DNA-Miniprapa-
rationen aus Escherichia Coli fir die anschlielen-
de Klonierung oder Sequenzierung zu verwenden;

ebenfalls geeignet ist das erfindungsgemale Ver-
fahren zur Isolierung von DNA und/oder RNA aus
Vollblut, Plasma, Serum, Geweben, Zellkultur, Bak-
terien, insbesondere Mycobakterium tuberlosis, Vi-
ren wie Cytomegalie-Virus (Nucleinsdure DNA) aus
RNA-Viren wie HIV, Hepatitis B, Hepatitis C, Hepa-
titis-6. Nucleinsduren im Sinne des erfindungsgema-
Ren sind auch Oligonucleotide. Die Nucleinsduren
kdnnen desweiteren aus Sequenzierreaktionen oder
anderen vergleichbaren Reaktionen stammen. Die
Préaparation von DNA oder RNA aus Vollblut ist inbe-
sondere geeignet zur anschlieRenden HLA-Typisie-
rung. Das erfindungsgeméalie Verfahren ist insbeson-
dere geeignet zur Isolierung von Nucleinsduren aus
Mycobakterium tuberkulosis. Hierbei missen recht
drastische Aufschlulmethoden eingehalten werden,
wobei konventionelle Isolierungstechniken nur unbe-
friedigende Resultate liefern.

[0034] Eine im erfindungsgeméafRen Verfahren vor-
zugsweise zu verwendende Vorrichtung ist ein ins-
besondere zylindrischer Hohlkdrper mit einer Ein-
und AuslaRoffnung. In der N&he der AuslaRéffnung,
in FlieBrichtung der Losung durch den Hohlkdérper
gesehen, ist das mineralische Tragermaterial ange-
ordnet, an welchem die Nucleinsduren zu adsorbiert
werden. Eine Einrichtung, die in einer bevorzugten
Ausfuhrungsform aus zwei Ubereinander angeordne-
ten, einen Zwischenraum bildenden Polyethylenfritte
besteht, fixiert das Tragermaterial, welches sich im
Zwischenraum zwischen den Polyethylenfritten befin-
det, in dem Lumen des Hohlkdrpers. Die Einrichtung
zur Befestigung des Tragermaterials kann auch eine
selbsttragende Membran sein, in der das Tragerma-
terial eingebettet ist. Die Befestigung des Tragerma-
terials bzw. der Einrichtungen, die das Tragermaterial
fixieren, kann durch Reibungs- oder Spannungskraf-
te, wie sie beispielsweise durch Einklemmen dieser
Einrichtungen in dem Hohlkérper entstehen, bewirkt
werden und/oder durch eine Fixierung der Einrichtun-
gen mit einem Spannring erfolgen. Die Porengréfie
der Einrichtung, vorzugsweise Polyethylen- oder Po-
lypropylenfritten, mul dabei grol® genug sein, um die
Bestandteile des Lysates verstopfungsfrei hindurch-
flieBen zu lassen. Vorzugsweise haben die Einrich-
tungen eine Porengrofie von 5 bis 200 pm. Diese Vor-
richtung erlaubt erstmals die einfache, schnelle und
reproduzierbare Isolierung von Nucleinsduren auch
aus hochviskosen Lysaten, die sehr viel Protein ent-
halten (z. B. Blutlysate, welche einen sehr hohen Ha-
moglobingehalt aufweisen).

[0035] In einer besonders bevorzugten Ausfih-
rungsform ist das mineralische Tragermaterial eine
netzartige Membran aus Silicagel Glas- oder Quarz-
fasern, mit einer PorengréRe < 0,5 um, an die die frei-
gesetzten Nucleinsduren adsorbiert werden.

[0036] Eine ebenfalls bevorzugte Ausfihrungsform
stellt eine Vorrichtung dar, bei der das mineralische
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Tragermaterial ein partikelférmiges anorganisches
Polymeres wie Kieselgel oder Quarzgel mit einer Par-
tikelgrofie von 15 bis 25 pm ist.

[0037] Der Hohlkérper kann zum Beispiel ein han-
delsibliches Réhrchen sein. Zwischen den zwei eng
eingepreften Einrichtungen, zum Beispiel Polyethy-
lenfritten mit einer Porengréf3e von 50 bis 200 pm,
befindet sich eine oder mehrere Lagen einer Mem-
bran mit 0,1 bis 1 um grof3en Poren, welche aus Si-
lica-, Glas- oder Quarzfasern oder Kieselgelen be-
steht. Die Membran weist eine Dicke von ca. 0,2 bis
1,0 mm, insbesondere 0,6 mm auf.

[0038] Die Kapazitat des Membranmaterials ist etwa
20 bis 100 pg DNA. Durch Ubereinanderlegen ent-
sprechender Membranen laf3t sich selbstverstandlich
die Kapazitat fur DNA erhdhen. Bei geringer mecha-
nischer Belastung ist auch ein randsténdiges Ver-
schweilen oder Verkleben der Membran denkbar,
wodurch die stabilisierende Wirkung der Einrichtun-
gen entfallen kann, so dal’ die Membran den Hohlkdr-
per ohne die Einrichtungen verschlief3t. Dabei kann
die Membran durch das Aufsetzen eines Spannrin-
ges im Hohlkoérper fixiert werden.

[0039] Es ist ebenfalls mdglich, mit dem beschriebe-
nen Kieselgel, das zwischen 2 Polyethylen-Fritten mit
einer Porengrofe von 35 pm angeordnet ist, kleine
Saulen zu fullen. Vorzugsweise wird die obere Ein-
richtung mit gréReren Poren (100-200 pm) gewahlt.
Die Saulen werden vorzugsweise mit ca. 70 mg Sili-
cagel entsprechend 3 mm Fullhéhe beschickt.

[0040] Bevorzugt ist auch die Anwendung des oben
beschriebenen Verfahrens in Strips mit je 8 paralle-
len Praparationsmaglichkeiten, im Mikrotitrationsplat-
tenformat (96 Praparationsmaéglichkeiten fast gleich-
zeitig) und/oder in Kombination mit einem Filtrations-
schritt und/oder einem Entsalzungsschritt. (Siehe Pa-
tentanmeldungen P 41 27 276.5, P 41 39 664.2 des
gleichen Anmelders).

[0041] In einer bevorzugten Ausfihrungsform der
Vorrichtung wird eine 0,5 bis 1,5 mm dicke Poly-
ethylenfritte mit einer Porositdt von ca. 10 pm in
eine Zentrifugen-Chromatographiesaule in Form ei-
nes im wesentlichen zylindrischen Hohlkérpers ein-
geklemmt. Uber diese Fritte ist eine etwa doppelt so
dicke Schicht aus Silicagel einer PartikelgréRe von
etwa 10 bis 15 ym und einer Porositat von 40 bis
120 A und mit einer zweiten Fritte, die von gleicher
Art sein kann wie die erste Fritte, verschlossen. Vor-
zugsweise kann die Silicagelschicht durch Druck zwi-
schen den Fritten komprimiert werden.

[0042] Eine andere Ausfihrungsform der Chroma-
tographiesdule weist als Tragermaterial Glasfaser-
bruchstlicke mit einer Lange von 10 bis 300 pm zwi-
schen zwei Polyethylenfritten auf, die eine Porositat

von ca. 50 pm besitzen. Als Tragermaterial kommen
auch Glasfaserpapiere, Quarzfaserpapiere, Glasfa-
sergewebe und andere mineralische Papiere und Ge-
webe in Betracht.

[0043] Eine weitere bevorzugte Ausfihrungsform
der Vorrichtung weist eine Membran, in die Silica-
gelpartikel eingebettet sind, in der Nahe der Aus-
lalR6ffnung auf. In diesem Fall kann die vorzugs-
weise selbsttragende Membran insbesondere mit ei-
nem Spannring fixiert werden. Als Silicagelmembran
kommt in vorteilhafterweise eine Empore-SI-Mem-
bran der Firma Baker in Betracht. Ebenfalls, insbe-
sondere mit einem Spannring, 18t sich eine Silical-
gelmembran bestehend aus Silicagel und porésem
PVC im Lumen des zylindrischen Hohlkérpers befes-
tigen.

[0044] In einer bevorzugten Ausflihrungsform des
erfindungsgemafen Verfahrens wird die beschrie-
bene Vorrichtung beispielsweise in einer ihrer Aus-
fuhrungsformen mit der Lésung des zu trennenden
Nucleinsduregemisches beschickt. Die Lésung wird
dann durch Anlegen eines Unterdrucks oder Zentrifu-
gation oder gleichwirkende MaRnahme sowie Kombi-
nationen davon durch den mineralischen Trager pas-
siert. Dabei werden die Nucleinsduren an dem Tra-
germaterial adsorbiert, sofern die Lésung eine hohe
lonenstarke (Salzkonzentration) aufweist.

[0045] Die Erfindung wird anhand der nachfolgen-
den Beispiele naher erlautert.

Beispiel 1
Isolierung von high copy Plasmid-DNA

[0046] Das Plasmid pUC 18 enthaltende E. coli Zel-
len aus einer 3 ml HB 101 Kultur werden abzentrifu-
giert und in 0,25 ml Puffer Pl (10 mM Tris-HCI, pH 8,
100 pg/ml RNAseA) resuspendiert und durch die Zu-
gabe von 0,25 ml Puffer P2 (0,2 M NaOH, 2% SDS)
lysiert. Die Probe wird durch die Zugabe von 0,35
ml Puffer N3 (4,2 M Guanidinhydrochlorid, 0,9 M K-
Acetat, pH 4,8) neutralisiert und gleichzeitig auf ei-
ne Endkonzentration von 1,75 M GuHCI eingestellt.
Die lysierte Probe wird 10 min. bei 13.000 rpm in ei-
ner Eppendorf-Minizentrifuge abzentrifugiert, um die
Zellbruchstiicke und das ausgefallene SDS zu ent-
fernen. Der Uberstand mit der Plasmid-DNA wird so-
fort auf eine Zentrifugen-Chromatographiesaule pi-
pettiert. Die Zentrifugen-Chromatographiesaule wird
in einem 2 ml Zentrifugenréhrchen zentrifugiert und
durch nochmaliges Zentrifugieren von 0,5 ml PB Puf-
fer (5 M Guanidinhydrochlorid, 30 Isopropanol) gewa-
schen, um Verunreinigungen und Proteine zu entfer-
nen. Die Zentrifugen-Chromatographiesaule wird 1 x
durch Durchzentrifugieren von 80% Ethanol/Wasser
salzfrei gewaschen und anschlieend 30 bis 60 sec.
zentrifugiert, um das Uberschissige Ethanol komplett
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zu entfernen. Zur Elution werden 0,05-0,2 ml Eluti-
onspuffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) durch die Zen-
trifugen-Chromatographiesaule in ein 1,5 ml-Zentri-
fugenréhrchen zentrifugiert. Die Plasmid-DNA liegt
jetzt in konzentrierter Form in einer Losung mit sehr
niedriger Salzkonzentration vor. Die Ausbeute be-
tragt 15 pg bis 20 pg Plasmid-DNA mit einem A260/
A280 Verhéltnis von 1,75.

Beispiel 2

Isolierung von high copy
Plasmid-DNA aus 5 ml Kulturen

[0047] Nach Beispiel 1 wird ein Zell-Lysat einer 5
ml Plasmid pUC 18/XL 1 Blue Kultur hergestellt und
durch eine Zentrifugen-Chromatographiesaule, wel-
che eine Silicalgelschittung enthalt, zentrifugiert und
gewaschen. Die Plasmid-DNA wird mit 0,1 ml auf
80°C erwarmtem TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5,
1 mM EDTA) eluiert. Die Ausbeute betragt 15-20 ug
Plasmid DNA mit einem A260/A280 Verhéltnis von 1,
7.

Beispiel 3
Isolierung von low copy Plasmid-DNA

[0048] Nach Beispiel 1 wird ein Zell-Lysat einer 5
ml Plasmid pBR322/XL 1 Blue Kultur hergestellt und
durch eine Zentrifugen-Chromatographiesaule mit ei-
ner Glas- oder Quarzfasermembran zentrifugiert und
gewaschen. Die Plasmid-DNA wird mit 0,1 ml auf
80°C erwarmten TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5,
1 mM EDTA) eluiert. Die Ausbeute betragt 5-10 g
Plasmid DNA mit einem A260/A280 Verhéltnis von 1,
7.

Beispiel 4
Reinigung von Amplifikationsprodukten

[0049] Eine 100 yl PCR-Amplifikationsreaktion wird
mit 500 pl Puffer PB (5 M GuHCI, 30% Isopropa-
nol) vermischt, wobei ein vorheriges Abtrennen des
den Reaktionsansatz Uberschichtenden Paraffindls
nicht nétig ist. Dieses Gemisch wird auf eine Zentri-
fugen-Chromatographiesaule, welche eine Silicagel-
membran enthalt, pipettiert und in einem 1,5 ml Zen-
trifugenréhrchen zentrifugiert. Die-Zentrifugen-Chro-
matographiesaule wird durch Behandeln mit 80%
EtOH/Wasser annahernd salzfrei gewaschen. Zur
Elution werden 50 pl Elutionspuffer (10 mM Tris,
pH 8,5) durch die Zentrifugen-Chromatographieséau-
le in ein anderes Zentrifugenréhrchen zentrifugiert.
Das so gereinigte PCR Produkt ist frei von Primern,
dNTPs, Polymerase und Salzen und kann beispiels-
weise direkt fur eine Sequenzierungsreaktion in ei-
nem ABI-Sequencer unter Verwendung des "Cyle-
Sequencing” Protokolls eingesetzt werden.

Beispiel 5
Reinigung von DNA nach Restriktionsreaktionen

[0050] 1 pg DNA wird mit einer Restriktionsendo-
nuclease behandelt. Diese DNA Restriktionsreaktion
wird nach Beispiel 4 mit 500 pl PB Puffer vermischt
und es wird weiter wie in Beispiel 4 verfahren. Die
nach Elution erhaltene DNA ist frei von Restriktions-
endonucleasen und Salzen, das 260/280 Verhaltnis
betragt 1,8.

Beispiel 6

Reinigung von DNA nach
enzymatischer radioaktiver Markierung

[0051] 1 pg DNA werden mit Hilfe des Oligolabel-
lings, in Anwesenheit von Gamma P32-ATP radioak-
tiv markiert. Der Reaktionsansatz wird wie in Beispiel
4 behandelt. Hierdurch wird die markierte DNA von
nicht eingebauten dNTPs, Gamma-232 ATP, Salzen
und Klenow-Polymerase gereinigt und kann direkt fur
die Hybridisierungsreaktion eingesetzt werden.

Beispiel 7
Nucleinsaure-Praparation aus Blut

[0052] Gesamt-Nucleinsdure-Praparation aus Blut:
200 pl Citrat-, Heparin- oder EDTA-Blut werden in
einem 1.5 ml PPN-R6hrchen mit 200 pl einer L6-
sung aus einem 4-8 M chaotropen Salz (Guanidin-
hydrochlorid (GuHCI), Guanidinisothiocyanat (GTC),
Kaliumjodid), evtl. einem organischen Lésungsmittel
(Phenol, Chloroform, Ether) und einem 5-100%igen
Detergens (NP40O; Tween 20, Triton X-100, SDS,
CTAB) versetzt. AnschlieBend werden 200-1000 pg
einer Protease zugefiigt und es wird fiir 10 min. bei
70°C oder fur langere Zeit bei niedrigeren Temperar-
uren (z. B. 30 min bei Raumtemperatur) inkubiert. In
diesem Schritt erfolgen gleichzeitig die effiziente Ly-
se aller eukaryontischen und/oder prokaryontischen
Zellen und/oder Viren (gleichzeitige Inaktivierung in-
fektioser Pathogene) und Denaturierung und enzy-
matischer Abbau von Proteinen (gleichzeitig Entfer-
nung der an die Nucleinsduren gebundenen Prote-
ine). Durch Zugabe von 210 pl eines 95-100%igen
Alkohols (Methanol, Ethanol, n-Propanol, Isopropa-
nol, PEG, sekundare und tertidre, kurz- oder lang-
kettige Alkohole) werden fir Nucleinsauren hochspe-
zifische Bindebedingungen erzeugt und das so ein-
gestellte Lysat wird auf die Vorrichtung aufgetragen.
Durch Zentrifugation oder Druck wird das Lysat so-
dann durch die Membran oder Gelmatrix geleitet, wo-
bei die Nucleinsduren reversibel an die Membranfa-
sern oder Gelpartikel binden. Mit 0,7 ml 100 mM Na-
Cl, 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 30-80% eines reinen Al-
kohols (Methanol, Ethanol, n-Propanol, Isopropanol,
PEG, sekundére und tertidre, kurz- oder langkettige
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Alkohole) oder eines Alkoholgemisches werden die
Verunreinigungen wie Proteine, Ham, Heparin, Eise-
nionen, Metabolite etc. ausgewaschen. Die DNA wird
entweder mit einem Niedrigsalzpuffer (10 mM Tris-
HCI pH 9,0) oder destiliertem (deionisierten) Wasser
eluiert. Der Vorteil dieser Elutionsverfahren besteht
darin, dal® die so gewonnene DNA direkt ohne wei-
tere Fallungs- oder Umpufferungsschritte in Folgere-
aktionen, insbesondere der PCR, eingesetzt werden
kénnen. Die Praparation von Nucleinsduren aus an-
deren Korperflissigkeiten wie z. B. Sperma, Sputum,
Urin, Stuhl, Schweif, Speichel, Nasenschleim, Ser-
um, Plasma, Liquor etc. ist auch moglich.

[0053] Diese einfache Methode zur Isolierung von
Nucleinsduren weist ein hohes Automatisierungs-
potential insbesondere in Verbindung mit den An-
meldungsgegenstanden der DE-A 41 27 276.5,
WO 93/11218, WO 93/11211 und DE-A 41 39 664.2
auf.

Beispiel 8

Gesamt-Nucleinsaure-Préparation aus
geringsten Blutmengen oder Spuren

[0054] 1-50 pl Citrat-, Heparin- oder EDTA-Blut,
oder gefrorenes und wieder aufgetautes Blut, oder
renaturiertes Blut aus getrockneten Spuren in Textil-
gewebe, werden in einem 1,5 ml PPN-Réhrchen mit
1-50 pl einer Lésung aus einem 4-8 M chaotropen
Salz (Guanidinhydrochlorid, Guanidinisothiocyanat,
Kaliumjodid), evtl. einem organischen Losungsmittel
(Phenol, Chloroform, Ether) und einem 1-100%igen
Detergenz (NP40O; Tween 20, Triton X-100, SDS,
CTAB) versetzt. Anschlielend werden 1-200 ug ei-
ner Protease zugefiigt und es wird fiir 1 min. bei 70°C
oder flr langere Zeit bei niedrigeren Temperaturen
(z. B. 10 min bei Raumtemperatur) inkubiert.

[0055] In diesem Schritt erfolgen gleichzeitig die ef-
fiziente Lyse aller eukaryontischen und/oder prokary-
ontischen Zellen und/oder Viren (gleichzeitige Inak-
tivierung infektiéser Pathogene) und Denaturierung
und enzymatischer Abbau von Proteinen (gleichzei-
tig Entfernung der an die Nucleinsauren gebundenen
Proteine). Durch Zugabe von 1/2 VVolumen eines 95—
100%igen Alkohols (Methanol, Ethanol, n-Propanol,
Isopropanol, sekundare und tertidre, kurz- oder lang-
kettige Alkohole) oder organischen Polymeren (PEG)
werden fur Nucleinsduren hochspezifische Bindebe-
dingungen erzeugt und das so eingestellte Lysat wird
auf die Vorrichtung aufgetragen. Durch Zentrifugati-
on oder Druck wird das Lysat sodann durch die Mem-
bran oder Gelmatrix geleitet, wobei die Nucleinsdu-
ren reversibel an die Membranfasern oder Gelparti-
kel binden. Mit 0,7 ml 100 mM NaCl, 10 mM Tris-
HCIpH 7,5, 30-80% eines reinen Alkohols (Methanol,
Ethanol, n-Propanol, Isopropanol, PEG, sekundare
und tertidre, kurz- oder langkettige Alkohole) oder ei-

nes Alkoholgemisches werden die Verunreinigungen
wie Proteine, Hdm, Heparin, Eisenionen, Metabolite
etc. ausgewaschen. Die DNA wird entweder mit ei-
nem Niedrigsalzpuffer (10 mM Tris-HCI pH 9,0) oder
destilliertem (deionisierten) Wasser eluiert. Der Vor-
teil dieser Elutionsverfahren besteht darin, daB die so
gewonnene DNA direkt ohne weitere Fallungs- oder
Umpufferungsschritte in Folgereaktionen, insbeson-
dere der PCR, eingesetzt werden kann.

[0056] Dieses Verfahren ist auch zur Praparation
von Nucleinsduren aus kleinsten Mengen anderer
Kérperflissigkeiten (Sperma, Sputum, Urin, Stuhl,
Schweily, Speichel, Nasenschleim, Serum, Plasma,
Liquor etc.) oder getrockneten Spuren derselben ge-
eignet.

[0057] Diese einfache Methode zur Isolierung von
Nucleinsduren weist ein hohes Automatisierungs-
potential insbesondere in Verbindung mit den An-
meldungsgegenstanden der DE-A 41 27 276.5,
WO 93/11218, WO 93/11211 und DE-A 41 39 664.2
auf.

Beispiel 9
Gesamt-Nucleinsaure-Praparation aus Gewebe

[0058] 100 ug bis 10 mg eines Gewebes werden in
einem PPN-Réhrchen mit einer Loésung aus einem
4-8 M chaotropen Salz (Guanidinhydrochlorid, Gua-
nidinisothiocyanat, Kaliumjodid), evtl. einem organi-
schen Losungsmittel (Phenol, Chloroform, Ether) und
einem 5-100%igen Detergens (N240, Tween 20, Tri-
ton X-100, SDS, CTAB) versetzt und mit Hilfe ei-
nes kommerziell erhaltlichen Homogenisators oder
durch Mérsern in flissigem Stickstoff homogenisiert.
Anschliefend werden 100-1000 ug einer Protease
zugeflugt und es wird fir 10-20 min. bei 70°C oder
fur langere Zeit bei niedrigeren Temperaruren (z. B.
30-60 min bei Raumtemperatur) inkubiert. In diesem
Schritt erfolgen gleichzeitig die effiziente Lyse aller
eukaryontischen und/oder prokaryontischen Zellen
und/oder Viren (gleichzeitige Inaktivierung infektitser
Pathogene) und Denaturierung und enzymatischer
Abbau von Proteinen (gleichzeitig Entfernung der an
die Nucleinsauren gebundenen Proteine). Durch Zu-
gabe von 34 Volumen eines 95-100%igen Alkohols
(Methanol, Ethanol, n-Propanol, Isopropanol, PEG,
sekundare und tertiare, kurz- oder langkettige Alko-
hole) werden fir Nucleinsauren hochspezifische Bin-
debedingungen erzeugt und das so eingestellte Lysat
wird auf die Vorrichtung aufgetragen. Durch Zentrifu-
gation oder Druck wird das Lysat sodann durch die
Membran oder Gelmatrix geleitet, wobei die Nuclein-
sauren reversibel an die Membranfasern oder Gel-
partikel binden. Mit 0,7 ml 100 mM NacCl, 10 mM Tris-
HCIpH 7,5, 30-80% eines reinen Alkohols (Methanol,
Ethanol, n-Propanol, Isopropanol, PEG, sekundare
und tertidre, kurz- oder langkettige Alkohole) oder ei-
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nes Alkoholgemisches werden die Verunreinigungen
wie Proteine, Hdm, Heparin, Eisenionen, Metabolite
etc. ausgewaschen. Die DNA wird entweder mit ei-
nem Niedrigsalzpuffer (10 mM Tris-HCI pH 9,0) oder
destilliertem (deionisierten) Wasser eluiert. Der Vor-
teil dieser Elutionsverfahren besteht darin, daf3 die so
gewonnene DNA direkt ohne weitere Fallungs- oder
Umpufferungsschritte in Folgereaktionen, insbeson-
dere der PCR, eingesetzt werden kénnen.

[0059] Diese einfache Methode zur Isolierung von
Nucleinsauren funktioniert reproduzierbar aus allen
Geweben, u. a. auch aus Tumoren und weist ein
hohes Automatisierungspotential, insbesondere in
Verbindung mit den Anmeldungsgegenstéanden der
DE-A-41 27 276.5, WO 93/11218, WO 93/11211 und
DE-A-41 39 664.2 des gleichen Anmelders auf.

Beispiel 10
Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

[0060] Ein DNA-Fragment wird in einem Agarosegel
(TAE oder TBE 0,5-2% aufgetrennt. Das zu isolie-
rende DNA-Fragment wird aus dem Gel ausgeschnit-
ten und in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefaly mit 300 pl
QX1 Puffer (7 M NaPO,, 10 mM NaAc, pH 5,3) ver-
mischt. Nach 10 minutiger Inkubation bei 50°C hat
sich die Agarose aufgelost. Diese Lésung wird auf ei-
ne Zentrifugen-Chromatographiesaule nach Beispiel
1 gegeben und durchzentrifugiert. Die Zentrifugen-
Chromatographiesaule wird nun mittels Zentrifugie-
ren von 80% Ethanol/Wasser durch die S&ule salzfrei
gewaschen und anschlie3end 1 min. zentrifugiert, um
Uberschissiges Ethanol komplett zu entfernen. Zur
Elution werden 0,05 ml Elutionspuffer (10 mM Tris-
HCI, pH 8,5) auf die Chromatographiesaule gegeben
und durchzentrifugiert.

Beispiel 11

Reinigung von DNA-Fragmenten
aus Polyacrylamid(PAA)-Gelen

[0061] Das zu isolierende DNA-Fragment wird aus
dem PAA-Gel ausgeschnitten und in ein 2 ml Ep-
pendorf-Gefal Uberfiihrt, zerkleinert und mit 500 pl
PAR-Elutianspuffer (500 mM NH,Ac, 100 mM MgAc,,
1 mM EDTA, 0,1% SDS) vermischt. Das Gemisch
wird 30 min. bei 50°C inkubiert und anschliellend mit
300 pl QX1 Puffer versetzt und Uber eine Zentrifu-
gen-Chromatographiesaule zentrifugiert. Die Zentri-
fugen-Chromatographiesaule wird nun mit 80% Etha-
nol/Wasser salzfrei gewaschen und anschliefend 1
min. zentrifugiert, um Uberschissiges Ethanol kom-
plett zu entfernen. Zur Elution werden 0,1 ml Eluti-
onspuffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) auf die Chroma-
tographiesaule gegeben und durchzentrifugiert.

Beispiel 12

Reinigung von grofen (>
3.000 bp) PCR-Fragementen

[0062] Eine 100 yl PCR-Amplifikationsreaktion wird
mit 500 pl Puffer QXB (5 M GuHCI) vermischt, wobei
ein vorheriges Abtrennen des den Reaktionsansatz
Uberschichtenden Paraffindls nicht nétig ist. Zur wei-
teren Aufreinigung wird wie in Beispiel 4 verfahren.

Beispiel 13
Reinigung von einzelstrangigen PCR-Produkten

[0063] Ein 100 pl Amplifikationsansatz einer asyme-
trischen PCR wird mit 500 ul PB-Puffer (5 M GuHC,
30% Isopropanol) vermischt. Zur weiteren Aufreini-
gung wird wie in Beispiel 4 verfahren. Zur Elution wer-
den 0,05 ml Elutionspuffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5)
auf die Chromatographiesdule gegeben und durch-
zentrifugiert. Das Eluat enthélt ca. 90% des einzel-
strangigen PCR-Produktes, welches direkt fir die
zweite Amplifikation oder zum Sequenzieren einge-
setzt werden kann.

Beispiel 14

Gesamt-Nucleinsaurepraparation
aus Gewebe oder Zellen

[0064] Bis zu 50 mg eines Gewebes oder bis zu 10°
Zellen werden in 400 pl einer gepufferten chaotropen
Lésung (4 M GTC, 25 mM Natriumcitrat pH 7,5, 2%
2-Mercaptoethanol) — gegebenenfalls versetzt mit ei-
nem 5-100%-igem Detergens (NP40, Tween 20, Tri-
ton-X-100, SDS, CTAB, Sarkosyl) — homogenisiert. In
diesem Schritt erfolgen gleichzeitig die effiziente Ly-
se aller eukaryontischer und/oder prokaryontischen
Zellen und/oder Viren (gleichzeitige Inaktivierung in-
fektidser Pathogene) und Denaturierung von Prote-
inen (insbesondere Ribonucleasen; gleichzeitig Ent-
fernung der an die Nucleinsduren gebundenen Pro-
teine). Durch Zugabe von 260 pl eines 100%-igen Al-
kohols (Methanol, Ethanol, n-Propanol, Isopropanol)
werden fir Nucleinsduren hochspezifische Bindebe-
dingungen erzeugt. Das so eingestellte Lysat wird auf
die Vorrichtung aufgetragen.

[0065] AnschlieBend werden Verunreinigungen wie
Proteine, Hdm, Heparin, Metabolite und Polysaccha-
ride mit 700 pl eines Waschpuffers bestehend aus
1 M GTC, 25 mM Tris/HCI, pH 7,5, 40% eines Al-
koholes (Methanol, Ethanol, n-Propanol, Isopropa-
nol) sowie 700 pl eines Waschpuffers bestehend aus
10 mM Tris/HCI, pH 7,5, 80% eines Alkoholes (Me-
thanol, Ethanol, n-Propanol, Isopropanol) ausgewa-
schen. Die Nucleinsduren werden entweder mit ei-
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nem Niedrigsalzpuffer (10 mM Tris, pH 7,5) oder de-
stilliertem (deionisiertem) Wasser eluiert.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur chromatographischen Reinigung
und Trennung von Nucleinsduregemischen aus bio-
logischen Quellen, wie Zellkulturen, Geweben, Kor-
perflissigkeiten, Mikroorganismen oder Viren, durch
Adsorption der zu trennenden und reinigenden Nu-
cleinsduren aus einer Lésung, die eine hohe Salzkon-
zentration (lonenstérke) und eine hohe Alkoholkon-
zentration aufweist an einen Trager, gefolgt von einer
Desorption von dem Tréger mittels einer L6sung mit
geringerer Salzkonzentration (lonenstérke), dadurch
gekennzeichnet, dall das Nucleinsduregemisch oh-
ne vorherige Reinigung an Anionenaustauscherma-
terialien
—an einem porésen oder nicht porésen mineralischen
Trager aus Metalloxiden und/oder Metallmischoxi-
den, Silicagel, Materialien, die Uberwiegend aus Glas
bestehen, Aluminiumoxid, Zeolithe, Titandioxid, Zir-
kondioxid aus einer walrigen Adsorptionslésung mit
hoher Salzkonzentration (lonenstérke) und mit 1 bis
50 Vol.-% aliphatischen Alkohols einer Kettenldnge
von C,-C5 adsorbiert wird,

— gegebenenfalls mit einer Waschlésung gewaschen
und danach

— mit einer Lésung geringerer Salzkonzentration (lo-
nenstéarke) eluiert wird und die erhaltene Nucleinsgu-
re oder Nucleinsaurefraktion gesammelt wird,

wobei ein Aufschluss der Nucleinsduren direkt in dem
Puffersystem, das zur Adsorption eingesetzt wird,
durchgefiihrt wird, wobei der Alkohol erst nach der
Lyse zugegeben werden kann.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei als Salze
in der Adsorptionslésung chaotrope Salze verwendet
werden wie Natriumperchlorat, Guanidinhydrochlo-
rid, Guanidinisothiocyanat, Natriumjodid in Konzen-
trationen von 1 bis 8 M.

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei
die lonenstarken der Salzldsungen mit 1 bis 10 M Li-
thiumchlorid, Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Natrium-
acetat, Reagenzien wie z. B. Harnstoff und/oder Mi-
schungen davon eingestellt wird.

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspri-
che 1 bis 3, wobei die Partikelgrosse des minerali-
schen Tragermaterials 0,1 pm bis 1000 ym betragt.

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspru-
che 1 bis 4, wobei verwendete pordse mineralische
Tragermaterialien eine Porengrdsse von 2 bis 1000
nm aufweisen.

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspri-
che 1 bis 5, wobei die pordsen oder nicht pordsen

Tragermaterialien in Form von losen Schuttungen
vorliegen.

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspru-
che 1 bis 5, wobei die pordsen oder nicht poro-
sen Tragermaterialien als Filterschichten ausgebildet
sind in Form von Filterschichten aus Glas, Quarz oder
Keramik und/oder einer Membran, in der Silicagel an-
geordnetist und/oder als Partikel oder Fasern aus mi-
neralischen Tragern und Geweben aus Quarz oder
Glaswolle vorliegen.

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspru-
che 1 bis 7, wobei die Kérperflissigkeiten Blut, Plas-
ma, Serum, Urin, Faeces, die Mikroorganismen Bak-
terien, wie Mycobakteriumtuberkulosis, oder die Vi-
ren Cytomegalie-Virus, HIV, Hepatitis B, Hepatitis C,
Hepatitis-6-Virus sind.

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspru-
che 1 bis 8, wobei die Nucleinsduren nach Fraktionie-
rung zu weniger als 10% kirzer als 10 kb sind.

10. Verfahren nach mindestens einem der Anspru-
che 1 bis 9, wobei die Nucleinsduren Oligonucleotide
sind.

11.  Verwendung einer Vorrichtung aus einem
Hohlkérper mit Ein- und AuslaRéffnung, wobei im Lu-
men des Hohlkdrpers eine Einrichtung angeordnet
ist, die das Tragermaterial zur Adsorption der zu tren-
nenden Nucleinsauren fixiert, dadurch gekennzeich-
net, dal
— die Einrichtung zwei Ubereinander angeordnete,
einen Zwischenraum ausbildenden Polyethlenfritten
sind, wobei das Tragermaterial zwischen den Poly-
ethylenfritten angeordnet ist oder
—die Einrichtung eine selbsttragende Membran ist, in
welcher das Tragermaterial eingebettet ist,
zur Durchflihrung eines Verfahrens nach einem der
Anspriche 1 bis 10.

12. Verwendung nach Anspruch 11, wobei die
Befestigung der Einrichtungen im Lumen des Hohl-
korpers durch Reibungs- und/oder Spannungskraf-
te und/oder durch Fixierung mit einem Spannring er-
folgt.

13. Zusammenstellungen in Kitform enthaltend ei-
ne walrige Losung enthaltend Salze hoher Konzen-
trationen und 1-50 Vol-%, C4-C5 Alkohole sowie Vor-
richtungen nach einem der Anspriiche 11 oder 12, fur
ein Verfahren gemaf einem der Anspriche 1 bis 9.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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