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Beschreibung
Fachgebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum Isolieren einer Ribonucleinsaure und ein
Reagens dafir. Insbesondere bezieht sich die vorliegende Erfindung auf ein Verfahren zum Isolieren einer Ri-
bonucleinsaure mit hoher Reinheit in einfacher und zweckmaRiger Weise aus einer Probe, die die Ribonucle-
insaure enthalt, durch Verwendung eines nucleinsaurebindenden Tragers und auf ein Reagens dafir. Die vor-
liegende Erfindung kann auch auf eine automatische Nucleinsdure-Extraktionsvorrichtung angewendet wer-
den.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Eine Desoxyribonucleinsaure (DNA) bildet das Genom, das die Information des Lebens tragt. Eine Ri-
bonucleinsaure (RNA) ist ein wichtiges biologisches Polymer, das diese Information empfangt und an der Pro-
teinbiosynthese und dergleichen im Korper beteiligt ist. Die Ribonucleinsaure wird grob in Messenger-RNA
(mRNA), Transfer-RNA (tRNA) und ribosomale RNA (rRNA) unterteilt, die jeweils unterschiedliche Eigenschaf-
ten haben. Es gibt einige Viren, die eine Ribonucleinsaure als Genom verwenden, das die Information des Le-
bens tragt.

[0003] Eine Analyse der Ribonucleinsaure ergibt duRerst wichtige Informationen fir die Gebiete der Bioche-
mie, Gentechnik, klinische Diagnose und dergleichen. Die Isolierung von Ribonucleinsadure aus einem biologi-
schen Material ist ein wesentlicher Schritt fur eine solche Analyse. Es ist notwendig, eine Ribonucleinsaure mit
gréRtmaoglicher Reinheit zu verwenden, um gute Ergebnisse in Analysen zu erreichen, wie bei der Nort-
hern-Blot-Analyse, Reverse-Transcription-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) und dergleichen, die auf die-
sen Gebieten routinemafig verwendet werden.

[0004] Im Allgemeinen kann eine Ribonucleinsaure nicht extrahiert werden, ohne Zellen aufzuschlief3en, und
in diesem Stadium wird die Ribonucleinsaure in einem Gemisch mit Proteinen, Lipiden, Zuckern, Desoxyribo-
nucleinsaure und dergleichen erhalten. Soweit eine Ribonucleinsaure durch Ribonuclease, die man universell
in lebenden Organismen findet, leicht abgebaut wird, wird sie in Gegenwart eines Protein-Denaturierungsmit-
tels oder in einem organischen Losungsmittel isoliert, wodurch die Aktivitat der Ribonuclease geschwacht wird.
Das zu diesem Zweck am haufigsten verwendete Verfahren ist ein sogenanntes AGPC-Verfahren (Analytical
Biochemistry, 162: 156-159 (1987)), das Folgendes umfasst: (1) Extrahieren eines biologischen Materials mit
einer Guanidinthiocyanat-Lésung, danach Zugabe einer sauren Lésung, einer Phenollésung und einer Chlo-
roformlésung, (2) Zentrifugieren des resultierenden Gemischs, um mit Phenol denaturierte Proteine und unl6s-
lich gemachte Desoxyribonucleinsauren in eine Zwischenschicht zwischen einer organischen Schicht und ei-
ner wassrigen Schicht abzutrennen, (3) Hinzufiigen von Isopropanol zur wassrigen Schicht, um die Ribonuc-
leinsaure darin unléslich zu machen, und (4) selektives Ausfallen der Ribonucleinsdure durch Zentrifugation.
Das AGPC-Verfahren ist insofern vorteilhaft, als man Ribonucleinsadure damit im Vergleich zu anderen Verfah-
ren, die eine Ultrazentrifugation zum Isolieren von Ribonucleinsadure beinhalten, relativ leicht und effizient iso-
lieren kann. Es erfordert jedoch eine giftige Substanz, wie Phenol und Chloroform, sowie einen ziemlich zeit-
aufwandigen Schritt, wie Isopropanolfadllung, was wiederum dazu fuhrt, dass ein unbedenklicheres und
zeitsparenderes Verfahren notwendig ist, wenn mehrere Proben gleichzeitig in gemeinsamen Forschungsins-
titutionen behandelt werden sollen.

[0005] Inzwischen wurde von Boom et al. (J. Clin. Microbiol., 28 (3): 495-503 (1990)) ein anderes, einfaches
und zweckmafliges Verfahren fir die Extraktion von Nucleinsdure vorgeschlagen, bei dem Siliciumoxidteilchen
als nucleinsaurebindender Trager verwendet werden. Dieses Verfahren beinhaltet (1) das Mischen eines bio-
logischen Materials, einer neutralen Lésung, die aus Guanidinthiocyanat, EDTA und Triton X-100 besteht, und
einer nucleinsaurebindenden festen Phase (Siliciumoxid), so dass die Nucleinsaure an die feste Phase gebun-
den wird, (2) das Abtrennen der festen Phase mit der daran gebundenen Nucleinsaure von der flissigen Pha-
se, (3) das Waschen der festen Phase mit einer Waschlésung, die Guanidinthiocyanat enthalt, (4) das Wa-
schen der festen Phase mit 70% Ethanol, (5) das Waschen der festen Phase mit Aceton, anschlieend Trock-
nen derselben und (6) Eluieren der Nucleinsdure mit einem Eluenten. Dieses Verfahren erlaubt charakteristi-
scherweise die Isolierung der Nucleinsaure ohne Verwendung eines Gifts wie Phenol oder Konzentration mit
Isopropanol. Die nach diesem Verfahren erhaltene Ribonucleinsaure enthalt eine grolie Menge Desoxyribonu-
cleinsaure, so dass dieses Verfahren fir die Isolierung von Ribonucleinsaure in groRer Reinheit ungeeignet ist.

[0006] Als ein anderes Isolierungsverfahren flr Nucleinsaure unter Verwendung eines Tragers, wie Silicium-
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oxidteilchen, ist ein Verfahren bekannt, das das Adsorbieren einer Nucleinsaure in einem Agarose-Gel auf die
Oberflache von Glasteilchen in einer Nal-Losung und das Abtrennen der Nucleinsaure aus der flissigen Phase
umfasst (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 615 (1979)). Was diesen Verfahren gemeinsam ist, ist die Tatsache,
dass Siliciumoxid und Nucleinsaure in einer neutralen Lésung, die ein chaotropes lon (d.h. ein einwertiges An-
ion mit einem gréReren Innenradius), wie ein lodid-lon und ein Thiocyanat-lon, enthalt, gebunden werden. Die-
se Verfahren zielen jedoch hauptsachlich auf die Isolierung von Desoxyribonucleinsaure, wobei Ribonuclein-
saure bisher nur in geringen Ausbeuten isoliert werden kann, und die Isolierung von Ribonucleinsaure allein
ist nicht erreichbar. Wiederum sind diese Verfahren fir die Isolierung von Ribonucleinsaure ungeeignet.

[0007] Ein weiteres Isolierungsverfahren (Lithiumfallungsverfahren) fir Ribonucleinsaure wurde beschrieben,
und es verwendet die chemische Eigenschaft, dass die Zugabe von Lithium-lonen zu einer wassrigen Ribonu-
cleinsaure-L6sung zur Insolubilisierung der Ribonucleinsaure fuhrt (Molecular Cloning, 2. Aufl., 1.40 (1989)).
Dieses Verfahren erfordert aber dennoch eine Zentrifugation mit hoher Drehzahl, um Ribonucleinsaure auszu-
fallen. Die Entwicklung eines Isolierungsverfahrens fiir Ribonucleinsaure, das frei von solchen Schwierigkeiten
ist, ist also wiinschenswert.

Kurzbeschreibung der Erfindung

[0008] Es ist daher ein Ziel der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren, um eine Ribonucleinsaure schnell und
sicher mit hoher Reinheit in einfacher und zweckmafiger Weise aus einer Probe wie Zellen, zu isolieren, sowie
ein Reagens dafiir bereitzustellen.

[0009] Als Ergebnis verschiedener Untersuchungen wurde jetzt ein Verfahren bereitgestellt, das das Auflésen
eines biologischen Materials, wie Zellen, in einer sauren Lésung, die ein Lithiumsalz und ein chaotropes Mittel
enthalt, und das In-Kontakt-Bringen derselben mit einem nucleinsdurebindenden Trager, wie Siliciumoxidteil-
chen, umfasst, wodurch die Ausbeute und die Reinheit der isolierten Ribonucleinsdure (d.h. die Selektivitat)
stark erhéht werden.

[0010] WO-A-95/34569 offenbart ein RNA-Absorptionsverfahren. RNA wird aus ihren wassrigen Lésungen,
die ein Tensid und ein Lithiumsalz enthalten, auf Siliciumoxid absorbiert. Der pH-Wert der Losung wird nicht
angegeben.

[0011] US-A-5,155,015 beschreibt die selektive Isolierung von RNA durch Ansauern der Lésung fiir die Ab-
sorption, die ein chaotropes Salz, wie Guanidin(iso)thiocyanat, enthalt.

[0012] Insbesondere stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Isolieren einer Ribonucleinsaure be-
reit, das die folgenden Schritte umfasst:
(1) Mischen einer Probe, die die Ribonucleinsaure enthalt, einer sauren Lésung, die ein Lithiumsalz und ein
chaotropes Mittel enthalt, und eines nucleinsdurebindenden Tragers, so dass die Ribonucleinsaure an den
Trager adsorbiert wird, wobei es sich bei dem chaotropen Mittel um ein Guanidinsalz oder Harnstoff han-
delt, wobei die saure Lésung einen pH-Wert von nicht mehr als 6,0 hat;
(2) Abtrennen des ribonucleinsauregebundenen Tragers aus einer flissigen Phase; und
(3) Eluieren der Ribonucleinsdure von dem Trager.

[0013] Die vorliegende Erfindung stellt auch ein Reagens zum lIsolieren einer Ribonucleinsaure bereit, das
Folgendes umfasst:
(a) eine Lésung (pH nicht mehr als 6,0) fur die Auflésung und Adsorption, die eine oder mehrere Lithium-
verbindungen, die aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus Lithiumchlorid, Lithiumacetat, Lithiumcitrat, Li-
thiumcarbonat, Lithiumhydroxid und Lithiumborat besteht, und ein chaotropes Mittel enthalt, wobei es sich
bei dem chaotropen Mittel um ein Guanidinsalz oder Harnstoff handelt;
(b) einen nucleinsaurebindenden Trager, der aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Kieselsaure, Cellulo-
se, Nitrocellulose, Latex und Hydroxyapatit besteht;
(c) eine Waschlésung, die ein chaotropes Mittel enthalt, das aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus einem
Guanidinsalz, Harnstoff, lodid, Perchlorat und (Iso)thiocyanat besteht;
(d) eine Waschlésung, bei der es sich um einen Puffer mit einer geringen Salzkonzentration von nicht mehr
als 100 mM handelt; und
(e) eine Losung zum Eluieren der Ribonucleinsdure von dem Trager.

[0014] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zum Herstellen einer cDNA, das die
folgenden Schritte umfasst:
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(1) das Umsetzen einer nach dem oben genannten Verfahren isolierten Ribonucleinsdure oder des in dem
oben genannten Verfahren verwendeten ribonucleinsauregebundenen Tragers mit einem Gemisch aus ei-
ner Reversen Transcriptase, einem Ribonuclease-Inhibitor, dNTPs, einem Primer fir die Reverse Tran-
scription und einem Puffer fir die Reverse Transcriptionsreaktion; und

(2) das Synthetisieren einer cDNA aus der Ribonucleinsaure.

[0015] Bevorzugte Ausfiihrungsformen der Erfindung gehen aus den Unteranspriichen hervor.

[0016] Gemal der vorliegenden Erfindung kann eine Ribonucleinsaure schnell und sicher, leicht und in hohen
Ausbeuten aus verschiedenen biologischen Materialien isoliert werden. Die nach diesem Verfahren erhaltene
Ribonucleinsdure kann zweckmaRigerweise fir verschiedene Analysen, wie Northern-Blot-Analyse,
RT-PCR-Analyse und dergleichen, verwendet werden.

Kurzbeschreibung der Zeichnungen

[0017] Fig. 1 zeigt ein Agarose-Gel-Elektrophorese-Bild von Ribonucleinsaure, die nach dem Verfahren der
vorliegenden Erfindung bzw. nach dem Verfahren von Boom et al. aus K562-Zellen isoliert wurde.

[0018] Fig. 2 ist ein Agarose-Gel-Elektrophorese-Bild, das das Ergebnis einer RT-PCR von Ribonucleinsau-
ren, die nach dem Verfahren der vorliegenden Erfindung aus K562 und HL60 isoliert wurden, mit BCR-abl-Fu-
sions-mRNA als Target zeigt.

[0019] Fig. 3 ist ein Elektrophoresebild, das das Ergebnis einer RT-PCR-Analyse von HCV-RNA zeigt, die
nach dem Verfahren der vorliegenden Erfindung aus einem Serum isoliert wurde.

Ausflhrliche Beschreibung der Erfindung

[0020] Die Probe, die in der vorliegenden Erfindung eine Ribonucleinsaure enthalt, beinhaltet zum Beispiel
Serum, Blut, Liquor, Gewebe, Urin, Stuhl, Speichel, Sperma, aus einem biologischen Material (z.B. Blut) iso-
lierte Zellen, kultivierte Zellen und dergleichen. Die Ribonucleinsdure kann neben der endogenen Ribonucle-
insaure, die aus diesen Proben stammt, auch exogene Ribonucleinsaure, die aus Viren, Bakterien oder Pilzen
stammt, in vitro enzymatisch synthetisierte Ribonucleinsaure und andere beinhalten.

[0021] Gemal der vorliegenden Erfindung werden eine Probe, die eine Ribonucleinsdure enthalt, eine saure
Lésung, die ein Lithiumsalz und ein chaotropes Mittel enthalt, und ein nucleinsaurebindender Trager miteinan-
der gemischt, so dass die Ribonucleinsaure an den Trager gebunden wird.

[0022] Die saure Losung, die ein Lithiumsalz und ein chaotropes Mittel enthalt, gemaR der vorliegenden Er-
findung ist eine Lésung zum Auflésen und Adsorbieren einer Ribonucleinsaure. Das in der vorliegenden Erfin-
dung zu verwendende Lithiumsalz unterliegt keiner besonderen Einschrankung, solange es in einer wassrigen
Lésung ein Lithiumion erzeugen kann. Beispiele dafir sind anorganische Lithiumsalze und organische Lithi-
umsalze, wie Lithiumchlorid, Lithiumacetat, Lithiumcitrat, Lithiumcarbonat, Lithiumhydroxid und Lithiumborat,
wobei Lithiumchlorid besonders bevorzugt wird. Es wurde bestatigt, dass das Lithiumsalz im Vergleich zu ei-
nem Salz eines einwertigen Kations, das einen grof3eren lonenradius besitzt, wie Natrium, leicht mit Ribonuc-
leinsdure koordiniert.

[0023] Ein Fallungsverfahren fir eine hochmolekulare Ribonucleinsaure, bei dem ein Lithiumion verwendet
wird, wird verbreitet verwendet (Molecular Cloning, 2. Aufl., 1.40 (1989)). Gemal diesen Verfahren wird das
Lithiumion verwendet, um Ribonucleinsaure in einer Ldsung unldslich zu machen, und die unléslich gemachte
Ribonucleinsaure wird dann durch Zentrifugation oder Filtration gewonnen. Dagegen ist es in der vorliegenden
Erfindung wichtig, eine Ribonucleinsaure auf einem nucleinsaurebindenden Trager, wie Siliciumoxid, unter sol-
chen Bedingungen zu adsorbieren, dass die Ribonucleinsaure nicht unléslich gemacht wird. Dabei ist die Ge-
genwart eines proteindenaturierenden (Protein unléslich machenden) Mittels, wie Guanidinsalz und Harnstoff,
in einem Reaktionsgemisch effektiv. Tatsachlich wird bei dem Verfahren der vorliegenden Erfindung eine Probe
nicht unléslich gemacht, solange sie in einer geeigneten Menge vorliegt, wahrend es zur Koagulation von un-
I6slich gemachten Komponenten kommen kann, wenn sie in einer extrem groflen Menge verwendet wird. In
der vorliegenden Erfindung sollten unldslich gemachte Ribonucleinsdure oder andere unldslich gemachte
Komponenten daher entfernt werden, oder die Menge der Probe sollte reduziert werden.

[0024] "Chaotropes Mittel" bedeutet eine Substanz, die eine Sekundar-, Tertiar- und/oder Quartarstruktur an-
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dern kann, ohne einen Einfluss auf die Primarstruktur eines Proteins oder einer Nucleinsdure auszuiben. Bei-
spiele fir das chaotrope Mittel, das in der vorliegenden Erfindung verwendet werden soll, umfassen eine Ver-
bindung, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus einem Guanidinsalz und Harnstoff besteht.

[0025] Beispiele fur das Guanidinsalz, das in der vorliegenden Erfindung verwendet werden soll, sind ein an-
organisches Guanidinsalz oder ein organisches Guanidinsalz, die im Allgemeinen fir die Denaturierung eines
Proteins verwendet werden, wie Guanidin-Hydrochlorid, Guanidiniumacetat, Guanidiniumphosphat, Guanidi-
nium(iso)thiocyanat, Guanidiniumsulfat und Guanidiniumcarbonat. Es kénnen auch zwei oder mehr der oben
genannten Salze miteinander kombiniert werden, wobei das Guanidinsalz vorzugsweise eine hohe Konzent-
ration von nicht weniger als 5 M aufweist.

[0026] Die Lésung zum Auflésen und Adsorbieren kann ein Tensid enthalten, um die Plasmamembran aufzu-
reilen und/oder intrazellulare Proteine 16slich zu machen. Das Tensid unterliegt keiner besonderen Einschran-
kung, solange es allgemein verwendet werden kann, um eine Nucleinsadure aus Zellen und dergleichen zu ex-
trahieren. Spezielle Beispiele dafir sind ein nichtionisches Tensid, wie Triton-Tensid und Tween-Tensid, und
ein anionisches Tensid, wie Natrium-N-lauroylsarcosinat. In der vorliegenden Erfindung liegt ein nichtionisches
Tensid vorzugsweise in einem Anteil von 0,01-0,5% vor.

[0027] Um die Ribonucleinsaure vor Ribonuclease zu schitzen, kann ein Antioxidans, wie 2-Mercaptoethanol
und Dithiothreit, zu der Lé6sung zum Aufldsen und Adsorbieren gegeben werden.

[0028] Eine bestimmte Art von Probe kann sich in der Lésung zum Auflésen und Adsorbieren gemaR der vor-
liegenden Erfindung nicht auflésen. Zum Beispiel haben Pflanzen, Hefe, Pilze und bestimmte Gram-positive
Bakterien spezielle Zellwandstrukturen, die eine Isolierung von Ribonucleinsdure durch das Verfahren der vor-
liegenden Erfindung verhindern. Wenn eine Ribonucleinsaure aus einer solchen Probe isoliert wird, wird jede
Probe vorbehandelt (z.B. wird die Zellwand entfernt) und dann nach dem Verfahren der vorliegenden Erfindung
behandelt.

[0029] In der vorliegenden Erfindung wird eine Probe, die unter sauren Bedingungen von nicht mehr als pH
6,0 in der oben genannten Lésung zum Auflésen und Adsorbieren aufgeldst wurde, mit einem nucleinsaure-
bindenden Trager, wie Siliciumoxidteilchen, in Kontakt gebracht. Damit dies erreicht werden kann, sollte die
Lésung zum Auflésen und Adsorbieren mit einem geeigneten Puffer gepuffert werden. Der hier verwendete
Puffer unterliegt keiner besonderen Einschrankung, solange er den pH-Wert der Lésung zum Auflésen und Ad-
sorbieren auf nicht mehr als 6,0 einstellen kann. In der vorliegenden Erfindung wird am meisten bevorzugt ein
Acetatpuffer oder Citratpuffer mit einem pH von 3—-4 verwendet.

[0030] Die vorliegende Erfindung ist auch durch die Verwendung eines nucleinsdurebindenden Tragers, wie
Siliciumoxid, Cellulose, Nitrocellulose, Latex und Hydroxyapatit, der in der oben genannten Lésung zum Auf-
I6sen und Adsorbieren an eine Ribonucleinsaure binden kann, gekennzeichnet. Der Ausdruck "Siliciumoxid"
umfasst in diesem Zusammenhang kristallines Siliciumdioxid und andere Siliciumoxide, Diatomeenerde, Glas-
pulver und chemisch modifizierte Kieselsaure. Der nucleinsaurebindende Trager kann zum Beispiel ein Kom-
plex aus der oben genannten Substanz und einem supermagnetischen Metalloxid sein. Bevorzugt ist ein Sili-
ciumoxidtrager, der ein supermagnetisches Metalloxid, wie Trieisentetroxid, enthalt. Der nucleinsaurebindende
Trager kann zum Beispiel in Form eines Teilchens, Filters, Reaktionsbehalters und dergleichen vorliegen, un-
terliegt jedoch keiner besonderen Einschrankung. Von diesen sind Teilchen im Hinblick auf die Effizienz der
Adsorption und Elution bevorzugt, wobei die TeilchengréRe je nach Verwendung in geeigneter Weise aus dem
bevorzugten Bereich von 0,05-500 pm ausgewahlt wird.

[0031] Der durch den oben genannten Schritt erhaltene ribonucleinsauregebundene Trager wird aus der flis-
sigen Phase isoliert, indem man zum Beispiel die flissige Phase durch Filtration oder Zentrifugation entfernt.
Alternativ dazu kann ein Magnetfeld verwendet werden, um den ribonucleinsduregebundenen Trager aus der
flissigen Phase zu isolieren. Wenn der Trager ein Filter oder Reaktionsgefal ist, braucht die Flissigkeit nur
ausgeleert oder entfernt zu werden.

[0032] Der durch den oben genannten Schritt erhaltene ribonucleinsduregebundene Trager wird zum Beispiel
dadurch gewaschen, dass man den ribonucleinsauregebundenen Trager zum Beispiel mit einem Vortexmi-
scher in einer geeigneten Waschlésung suspendiert und den Trager aus der fliissigen Phase isoliert. Der ribo-
nucleinsduregebundene Trager wird vorzugsweise durch Zentrifugation, Filtration, Sdulenmanipulation und
dergleichen isoliert. Ein ribonucleinsaurebindender Trager, der ein supermagnetisches Metalloxid in den Teil-
chen enthalt, kann leicht mit Hilfe eines Magneten isoliert werden, und dieser Modus- ist am meisten zu bevor-
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zugen.

[0033] Die Waschlosung der vorliegenden Erfindung enthalt vorzugsweise ein chaotropes Mittel, vorzugswei-
se ein Guanidinsalz. Die Konzentration des Guanidinsalzes in der Waschldsung ist vorzugsweise nicht kleiner
als 6 M. Diese Losung kann ein Tensid enthalten und unterliegt keinerlei besonderen Einschrankung beziglich
ihres pH-Werts.

[0034] In der vorliegenden Erfindung wird der ribonucleinsauregebundene Trager, der durch Waschen mit ei-
ner ein chaotropes Mittel enthaltenden Waschlésung erhalten wird, vorzugsweise weiterhin mit einem Puffer
gewaschen, der eine geringe Salzkonzentration hat. "Geringe Salzkonzentration" bedeutet hier eine Salzkon-
zentration, bei der eine Reverse Transcription nicht wesentlich gehemmt wird, wenn dieser Puffer im endguilti-
gen Eluat, das die Ribonucleinsaure enthalt, vorhanden ist, und ein Beispiel dafur ist Wasser. In der vorliegen-
den Erfindung wird vorzugsweise ein Puffer mit einer Konzentration von nicht mehr als 100 mM verwendet,
wobei Tris-Puffer besonders bevorzugt ist, obwohl es hier keinerlei Einschrankung gibt. Diese L6sung kann ein
Tensid enthalten und unterliegt keiner besonderen Einschrankung beziglich ihres pH-Werts.

[0035] Bei dem herkdmmlichen Verfahren unter Verwendung eines Tragers zum Isolieren von Nucleinsaure
wird in diesem Waschstadium ein organisches Losungsmittel, wie Ethanol und Aceton, verwendet, so dass es
notwendig ist, den Trager zu trocknen. Dagegen kann eine Ribonucleinsaure in der vorliegenden Erfindung
ohne einen Trocknungsschritt eluiert werden. Dies ist du3erst vorteilhaft, um die fur die Isolierung von Ribonu-
cleinsaure notwendige Zeit zu verkirzen, sowie am meisten zu bevorzugen, um eine Kontamination, die da-
durch verursacht wird, dass wahrend des Trocknens ein offenes System vorliegt, zu verhindern. "Kontamina-
tion" bedeutet hier eine Kreuzkontamination zwischen Proben und die Gegenwart einer amplifizierten Nuclein-
saure in PCR und dergleichen. Eine solche Kontamination gilt als Hauptursache fir eine fehlerhafte Beurtei-
lung bei der analytischen Diagnose von Infektionen durch RT-PCR.

[0036] Im Elutionsschritt der Ribonucleinsaure in der vorliegenden Erfindung wird eine Ribonucleinsaure von
einem nucleinsduregebundenen Trager eluiert, an den die Ribonucleinsaure adsorbiert wurde. Der zu diesem
Zweck zu verwendende Eluent unterliegt keiner besonderen Einschrankung, solange er Ribonucleinsaure von
dem Trager eluieren kann. Bevorzugt wird Tris-EDTA-Puffer (10 mM Tris-Puffer, 1 mM EDTA, pH 8,0). Aul3er-
dem kann die Elution durch Erhitzen beschleunigt werden. Die Temperatur, auf die erhitzt wird, unterliegt keiner
besonderen Einschrankung, solange kein nachteiliger Einfluss auf die Ribonucleinsaure vorliegt. Eine bevor-
zugte Temperatur betragt etwa 60°C. Die auf diese Weise eluierte Ribonucleinsdure kann ohne Entsalzung
oder Konzentration, wie Dialyse und Ethanolfallung, direkt fir die cDNA-Synthese unter Verwendung einer Re-
versen Transcriptase verwendet werden. Sie kann auch ohne Elution vom Trager fir eine Reverse Transcrip-
tionsreaktion auf dem ribonucleinsauregebundenen Trager verwendet werden.

[0037] Das Verfahren zum Isolieren einer Ribonucleinsaure der vorliegenden Erfindung ermoglicht eine effi-
ziente Isolierung von Ribonucleinsaure aus einer biologischen Komponente mit weniger Kontamination der
Desoxyribonucleinsaure durch eine einfache Arbeitsweise ohne Verwendung eines schadlichen Lésungsmit-
tels, so dass es zweifellos fur einen Ribonucleinsdure-Reinigungskit und eine Nucleinsaure-Extraktionsvorrich-
tung, die automatisch die Herstellung der festen Phase und die Ausgabe eines Reagens durchflihrt, verwendet
werden kann. Auf3erdem kann die nach dem Verfahren der vorliegenden Erfindung erhaltene Ribonucleinsaure
fur die Northern-Blot-Analyse oder als Matrize fiir die Amplifikation bei der RT-PCR-Analyse, fir das in EP 0
329 822 offenbarte NASBA-Verfahren und dergleichen verwendet werden.

[0038] Eine Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zum Isolieren einer Ribonuc-
leinsaure, das die folgenden Schritte umfasst:
(1) Mischen einer Probe, die die Ribonucleinsaure enthalt, einer sauren Lésung (pH nicht mehr als 6,0), die
eine oder mehrere Lithiumverbindungen, die aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus Lithiumchlorid, Lithi-
umacetat, Lithiumcitrat, Lithiumcarbonat, Lithiumhydroxid und Lithiumborat besteht, und ein chaotropes
Mittel enthalt, das aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus einem Guanidinsalz und Harnstoff besteht, so
dass die Ribonucleinsaure an den Trager adsorbiert wird;
(2) Abtrennen des ribonucleinsduregebundenen Tragers aus einer flissigen Phase unter Verwendung ei-
nes Magnetfelds;
(3) Waschen des ribonucleinsauregebundenen Tragers mit einer Waschlésung, die eine Verbindung ent-
halt, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus einem Guanidinsalz, Harnstoff, lodid, Perchlorat und
(Iso)thiocyanat besteht, und Abtrennen des ribonucleinsduregebundenen Tragers unter Verwendung eines
Magnetfelds;
(4) Waschen des Tragers mit einem Puffer mit einer geringen Salzkonzentration von nicht mehr als 100 mM
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und Abtrennen des ribonucleinsauregebundenen Tragers unter Verwendung eines Magnetfelds; und
(5) Eluieren der Ribonucleinsaure mit einer Losung, die die Ribonucleinsaure von dem Trager abtrennen
kann.

[0039] Das Reagens zum lIsolieren von Ribonucleinsdure der vorliegenden Erfindung umfasst zum Beispiel
(a) eine Lésung (pH nicht mehr als 6,0) zum Aufldsen und Adsorbieren von Ribonucleinsédure, wobei die L6-
sung eine oder mehrere Verbindungen, die aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus Lithiumchlorid, Lithium-
acetat, Lithiumcitrat, Lithiumcarbonat, Lithiumhydroxid und Lithiumborat besteht, und eine Verbindung, die aus
der Gruppe ausgewahlt ist, die aus einem Guanidinsalz und Harnstoff besteht, enthalt, (b) einen nucleinsau-
rebindenden Trager, der aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Kieselsaure, Cellulose, Nitrocellulose, Latex
und Hydroxyapatit besteht, und der vorzugsweise ein supermagnetisches Metalloxid enthalt, (c) eine Wasch-
I6sung, die eine Verbindung enthalt, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus einem Guanidinsalz, Harnstoff,
lodid, Perchlorat und (Iso)thiocyanat besteht, (d) eine Waschlésung, bei der es sich um einen Puffer mit einer
geringen Salzkonzentration von nicht mehr als 100 mM handelt, und (e) einen Eluenten zum Eluieren der Ri-
bonucleinsaure von dem Trager.

[0040] Das Verfahren zur Herstellung von cDNA der vorliegenden Erfindung umfasst die Schritte (1) des Um-
setzens der nach dem oben genannten Verfahren isolierten Ribonucleinsdure oder des in dem oben genann-
ten Verfahren verwendeten ribonucleinsauregebundenen Tragers mit einem Gemisch aus einer Reversen
Transcriptase, einem Ribonuclease-Inhibitor, ANTPs, einem Primer fur die Reverse Transcription und einem
Puffer fir die Reverse Transcriptionsreaktion und (2) des Synthetisierens einer cDNA aus der Ribonucleinsau-
re.

[0041] Es koénnen Reverse Transcriptase von AMV und Reverse Transcriptase von M-MLV als Reverse Tran-
scriptase sowie Tth-DNA-Polymerase verwendet werden. Die dNTPs sind ein Gemisch von dATP, dCTP, dGTP
und dTTP. Der Primer fir die Reverse Transcription kann zum Beispiel ein sequenzspezifischer Primer, ein Oli-
go-dT-Primer, ein statistischer Primer oder dergleichen sein. Der Puffer fiir die Reverse Transcriptionsreaktion
enthalt anorganische Salze, wie MgCl,, MnCl, und KClI, und hat einen pH-Wert, der so eingestellt ist, dass man
eine optimale Reverse Transcriptionsreaktion erhalt.

[0042] Die vorliegende Erfindung wird ausflihrlicher anhand von Beispielen beschrieben, die nicht als Ein-
schrankung der Erfindung angesehen werden sollten.

Beispiel 1: Extraktion von Ribonucleinsaure aus kultivierten humanen Zellen

(1) Herstellung von K562-Zellen

[0043] Die Zellen der humanen Zelllinie K562 der chronischen mylogenen Leukamie (ATCC, CCL243) wur-
den 3 Tage lang bei 37°C in einem RPMI1640-Medium (Nissui Seiyaku), das 10% fetales Kalber-serum ent-
hielt, kultiviert und dann zentrifugiert (1000 U/min, 5 min), um Uberstand zu entfernen. Die Zellen wurden in
PBS (=) (137 mM Natriumchlorid, 2,7 mM Kaliumchlorid, 4,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat, 1,4 mM Natri-
umdihydrogenphosphat, pH 7,4) suspendiert. Die Zellen wurden mit einem Hamatometer gezahlt und in einer
Menge von 1 x 10° Zellen in ein Mikroréhrchen gegeben. Der Uberstand wurde durch Zentrifugation mit 1000
U/min wahrend 5 min entfernt, was ein Zellsediment ergab, das als Probe verwendet werden sollte. Dieselbe
Arbeitsweise bei der humanen Zelllinie HL60 der promylotischen Leukamie (ATCC, CCL240) ergab ein Zellse-
diment.

(2) Extraktion von Ribonucleinsaure

(a) Zu K562-Zell- und HL60-Zellsediment (1 x 10° Zellen), die oben in (1) hergestellt wurden, in Mikrorohr-
chen wurden jeweils 700 pl einer Lé6sung zum Auflésen und Adsorbieren (6 M Guanidin-Hydrochlorid, 1 M
Lithiumchlorid, 0,2 M Natriumacetat-Hydrochlorid-Puffer (pH 3,0), 0,1% Triton X-100, 0,1 M 2-Mercaptoe-
thanol) gegeben, und die Zellen wurden vollstandig aufgeldst. Dazu wurde eine Suspension (20 pl) von ma-
gnetischen Siliciumoxidteilchen (0,5 g/ml, TeilchengréRe 1-10 pl, enthalt 30% Trieisentetraoxid-Teilchen,
spezifische Oberflache 280 cm?/g, Oberflachenporendurchmesser 2-6 nm, Porenvolumen 0,025 ml/g; her-
gestellt von Suzuki Yushi) in Wasser gegeben, und es wurde 2 min lang bei Raumtemperatur mit einem
Vortexmischer gemischt. Dann wurden die Mikrordhrchen auf ein Magnetstativ (MCP-M; hergestellt von Dy-
nal) gestellt, um magnetische Siliciumoxidteilchen zu sammeln. Der Uberstand wurde mit einer Pipette ent-
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fernt. Die Mikroréhrchen wurden aus dem Magnetstativ entnommen, und 1 ml einer Waschlésung [6 M Gu-
anidin-Hydrochlorid, 0,2 M Natriumacetat-Hydrochlorid-Puffer (pH 4,0)] wurde hinzugefligt. Unter Verwen-
dung eines Vortexmischers wurde das Gemisch etwa 10 Sekunden lang geruhrt, und die Mikroréhrchen
wurden wieder auf das Magnetstativ gestellt, um magnetische Siliciumoxidteilchen zu sammeln, und dann
wurde der Uberstand entfernt. Dann wurden die Teilchen dreimal mit 10 mM Tris-Puffer (1 ml, pH 6,4) ge-
waschen, und der Puffer wurde vollstandig entfernt. Tris-EDTA-Puffer (10 mM Tris-Puffer, 1 mM EDTA, 50
l, pH 8,0) wurde hinzugefugt, und die magnetischen Siliciumoxidteilchen wurden durch Pipettieren suspen-
diert. Dann wurde die Suspension eine Minute lang auf 60°C erhitzt. Die Mikroréhrchen wurden wieder auf
ein Magnetstativ gestellt, um magnetische Siliciumoxidteilchen zu sammeln, und der Uberstand wurde ge-
wonnen.

(b) Unter Verwendung dieser Probe und gemaR dem Verfahren von Boom et al. (J. Clin. Microbiol. 28 (3):
495-503 (1990)) wurde eine Ribonucleinsaure extrahiert. Eine Probe, L6-Puffer (900 pl, Guanidinthiocyanat
120 g, Tris-HCI-Puffer (pH 6,4) 100 ml, 0,2 M EDTA (pH 8,0) 22 ml, Triton X-100 2,6 g) und eine auf 1 g/ml
eingestellte Suspension (40 pl) von Siliciumoxidteilchen (hergestellt von Sigma) wurden miteinander ge-
mischt und 10 Minuten lang bei Raumtemperatur geriihrt. Durch Zentrifugation bei 12 000 x g wahrend 5
Minuten wurde der Uberstand entfernt. Die Sedimente wurden in einem L2-Puffer (1 ml, Guanidiniumthio-
cyanat 120 g, 0,1 M Tris-HCI-Puffer (pH 6,4) 100 ml) suspendiert und 5 Minuten lang mit 12 000 x g zentri-
fugiert, um den Uberstand zu entfernen. Dieser Waschschritt wurde nochmals wiederholt, und die Sedimen-
te wurden zweimal in derselben Weise mit 70% Ethanol (1 ml) gewaschen. Nach dem Waschen mit Aceton
(1 ml) wurden die Sedimente bei 56°C getrocknet. Die Nucleinsaure wurde mit einem Tris-EDTA-Puffer elu-
iert. Nach 10 Minuten Erhitzen auf 56°C wurden Siliciumoxidteilchen durch Zentrifugation ausgefallt, und
der Uberstand wurde gewonnen.

(3) Analyse von Ribonucleinsaure durch Agarose-Gel-Elektrophorese

[0044] Gemal den Verfahren der vorliegenden Erfindung und nach Boom et al. wurden eine Ribonucleinsau-
relésung (9 pl), die aus K562-Zellen erhalten wurde, und eine Farbstofflésung (1 pl, 50% Glycerin, 0,25%
Bromphenolblau) miteinander gemischt und in einen Schlitz in einem 1%igen Agarose-Gel gegeben. Unter
Verwendung einer Mupid-Elektrophorese-Vorrichtung (hergestellt von Cosmo Bio) wurde das Gel 30 Minuten
lang einer Elektrophorese in 1 x TBE-Puffer (89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 2,5 mM EDTA-2Na) bei 100 V un-
terzogen. Nach der Elektrophorese wurde das Gel 30 Minuten lang in eine Ethidiumbromidlésung eingetaucht,
leicht mit Leitungswasser abgesplult, und das angefarbte Gel wurde unter UV-Bestrahlung mit Hilfe einer Po-
laroid-Kamera photographiert. Bei diesem Verfahren konnten die aus Zellen stammende Desoxyribonuclein-
saure (genomische DNA) sowie zwei typische Ribonucleinsauren (285-rRNA und 185-rRNA), die in vergleichs-
weise groRen Mengen in Zellen vorhanden sind, nachgewiesen werden. Das Migrationsmuster ist in Eig. 1 ge-
zeigt, wobei Spur 1 ein Molekulargewichtsmarker ist, bei dem es sich um ein Hindlll-Abbauprodukt von A-Pha-
gen-DNA handelte, Spur 2 eine Ribonucleinsaure ist, die nach dem Verfahren der vorliegenden Erfindung iso-
liert wurde, und Spur 3 eine Ribonucleinsaure ist, die nach dem Verfahren von Boom et al. erhalten wurde. Wie
aus Fig. 1 hervorgeht, zeigte die nach dem Verfahren der vorliegenden Erfindung erhaltene Ribonucleinsaure
(rRNA) eine groRRere Ausbeute als die Ribonucleinsaure, die nach dem Verfahren von Boom et al. erhalten wur-
de, und weniger Kontamination mit Desoxyribonucleinsaure.

(4) Amplifikation von BCR/abl-Fusions-mRNA durch RT-PCR

[0045] Unter Verwendung der Ribonucleinsaure, die nach dem Verfahren der vorliegenden Erfindung erhalten
wurde, wurde BCR/abl-Fusions-mRNA, die spezifisch in K562-Zellen exprimiert wird, durch RT-PCR nachge-
wiesen. Zu Ribonucleinsaurelésungen (jeweils 5 ml), die von K562-Zellen und HL60-Zellen stammten und
nach dem Verfahren der vorliegenden Erfindung erhalten wurden, wurden Reverse Transcriptase von M-MLV
(hergestellt von Toyobo), Ribonuclease-Inhibitor (hergestellt von Toyobo), dNTPs, statistischer Primer und Re-
aktionspuffer gegeben, um eine optimale Konzentration zu erreichen. Davon wurden 20 pl 1 Stunde lang bei
37°C und 5 Minuten lang bei 95°C behandelt und dann auf Eis gekuhlt. Zu einem Gemisch von Primern zur
Amplifikation der BCR/abl-FusionsmRNA-Sequenz, dNTPs, Reaktionspuffer und Tag-DNA-Polymerase (her-
gestellt von Toyobo) wurden dann 5 pl der oben genannten cDNA-LAsung gegeben, die durch Reverse Tran-
scriptionsreaktion erhalten wurde, so dass man eine Gesamtmenge von 50 pl erhielt, und ein Mineraldl (her-
gestellt von Sigma) wurde dartber geschichtet. Unter Verwendung eines DNA Thermal Cycler (hergestellt von
Perkin Elmer Cetus) wurde ein Cyclus von 45 Sekunden bei 94°C, 45 Sekunden bei 55°C und 1 Minute bei
72°C 30mal wiederholt.
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(5) Nachweis von Amplifikationsprodukten durch Agarose-Gel-Elektrophorese

[0046] Ein Amplifikationsprodukt (9 pl) und eine Farbstofflésung (1 pl, 50% Glycerin, 0,25% Bromphenolblau)
wurden miteinander gemischt und in einen Schlitz in einem 1,5%igen Agarose-Gel gegeben. Unter Verwen-
dung einer Mupid-Elektrophorese-Vorrichtung (hergestellt von Cosmo Bio) wurde das Gel 30 Minuten lang ei-
ner Elektrophorese in 1 x TBE-Puffer (89 mM Tris, 89 mM Borséaure, 2,5 mM EDTA-2Na) bei 100 V unterzogen.
Nach der Elektrophorese wurde das Gel 30 Minuten lang in eine Ethidiumbromidldsung eingetaucht, leicht mit
Leitungswasser abgespllt, und das angefarbte Gel wurde unter UV-Bestrahlung mit Hilfe einer Polaroid-Ka-
mera photographiert. Als Ergebnis wurde eine Bande, die einem amplifizierten Fragment entsprach, das von
der BCR/abl-Fusions-mRNA stammte, nur dann erkannt, wenn aus K562-Zellen extrahierte RNA als Matrize
verwendet wurde, und eine solche Bande wurde im Falle von HL60-Zellen, die dieses Gen nicht exprimieren,
nicht gefunden (Fig. 2). In dem in Fig. 2 gezeigten Migrationsmuster ist Spur 1 ein Molekulargewichtsmarker,
bei dem es sich um ein Hincll-Abbauprodukt von $X174-Phagen-DNA handelte, Spur 2 ist ein RT-PCR-Amp-
lifikationsprodukt von Ribonucleinsaure, die aus K562-Zellen stammt, und Spur 3 ist ein RT-PCR-Amplifikati-
onsprodukt von Ribonucleinsaure, die aus HL60-Zellen stammt. Wie aus Fig. 2 hervorgeht, ermdglichte das
Verfahren der vorliegenden Erfindung die Isolierung von mRNA aus Zellproben, und die erhaltene mRNA er-
laubte in ausreichendem Male eine Analyse durch RT-PCR.

Beispiel 2: Nachweis von Hepatitis-C-Virus-(HCV)-RNA durch RT-PCR
(1) Extraktion von HCV-RNA aus einem Serum

[0047] Serumproben von Patienten mit Hepatitis C, die 1 x 10° Kopien HCV/ml enthielten, wurden durch Ver-
wendung eines normalen Serums in einer Verdiinnungsreihe von 10°, 10%, 10° bzw. 10? Kopien/ml hergestellt.
Jede Serumprobe (100 ul) wurde fir die Extraktion von HCV-RNA nach dem Verfahren von Beispiel 1 (2) (a)
verwendet.

(2) Amplifikation von HCV-RNA durch RT-PCR

[0048] Die HCV-RNA wurde nach dem Verfahren von Okamoto et al. (J. Exp. Med., 60: 215-222 (1990))
durch RT-PCR analysiert. Zu der in (1) erhaltenen Lésung (5 pl) wurden Reverse Transcriptase von M-MLV
(hergestellt von Toyobo), Ribonuclease-Inhibitor (hergestellt von Toyobo), dNTPs, statistischer Primer und Re-
aktionspuffer gegeben, um eine optimale Konzentration zu erreichen. Davon wurden 10 pl 1 Stunde lang bei
42°C und 5 Minuten lang bei 95°C behandelt und dann auf Eis gekihlt. Zu einem Gemisch von Primern zur
Amplifikation des nichtcodierenden Bereichs von HCV-RNA, dNTPs, Reaktionspuffer und Tag-DNA-Polymera-
se (hergestellt von Toyobo) wurden dann 2,5 pl der oben genannten cDNA-LOsung gegeben, die durch Re-
verse Transcriptionsreaktion erhalten wurde, so dass man eine Gesamtmenge der Flissigkeit von 25 pl erhielt,
und ein Mineraldl (hergestellt von Sigma) wurde dartiber geschichtet. Unter Verwendung eines DNA Thermal
Cycler (hergestellt von Perkin EImer Cetus) wurde ein Reaktionscyclus von 30 Sekunden bei 94°C, 30 Sekun-
den bei 55°C und 1 Minute bei 72°C 30mal wiederholt. Dann wurde das durch diese Reaktionen erhaltenen
Amplifikationsprodukt (1 pl) erneut in 30 PCR-Cyclen unter Verwendung von inneren Primern amplifiziert;
2-Stufen-PCR.

(3) Nachweis von amplifizierter DNA durch Agarose-Gel-Elektrophorese

[0049] Ein Amplifikationsprodukt (9 pl) und eine Farbstofflésung (1 pl, 50% Glycerin, 0,25% Bromphenolblau)
wurden miteinander gemischt und in einen Schlitz in einem 1,5%igen Agarose-Gel gegeben. Unter Verwen-
dung einer Mupid-Elektrophorese-Vorrichtung (hergestellt von Cosmo Bio) wurde das Gel 30 Minuten lang ei-
ner Elektrophorese in 1 x TBE-Puffer (89 mM Tris, 89 mM Borséaure, 2,5 mM EDTA-2Na) bei 100 V unterzogen.
Nach der Elektrophorese wurde das Gel 30 Minuten lang in eine Ethidiumbromidldsung eingetaucht, leicht mit
Leitungswasser abgespllt, und das angefarbte Gel wurde unter UV-Bestrahlung mit Hilfe einer Polaroid-Ka-
mera photographiert. Als Ergebnis wurde bis zu einem Serum von 10° Kopien/ml eine spezifische Amplifikati-
onsbande nachgewiesen, und vom Virus stammende Ribonucleinsdure wurde effizient isoliert, was eine mog-
liche Analyse durch RT-PCR nahelegte (Fig. 3). In Fig. 3 ist Spur 1 ein Molekulargewichtsmarker, bei dem es
sich um ein Haelll-Abbauprodukt von $X174-Phagen-DNA handelte, die Spuren 2-5 sind RT-PCR-Amplifika-
tionsprodukte, wobei Ribonucleinséuren, die aus Seren extrahiert wurden, welche 10°, 104, 10° bzw. 10? Kopi-
en HCV/ml enthielten, als Matrizen verwendet wurden, und Spur 6 ist ein RT-PCR-Amplifikationsprodukt, das
unter Verwendung von Ribonucleinsaure, die aus normalem Serum extrahiert wurde, als Matrize erhalten wur-
de.
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Beispiel 3: Extraktion von Ribonucleinsaure unter Verwendung von Losungen zum Auflésen und Adsorbieren
mit verschiedenen Zusammensetzungen

[0050] Unter Verwendung von Lésungen zum Auflésen und Adsorbieren mit verschiedenen Zusammenset-
zungen, die unten in Tabelle 1 gezeigt sind, und in derselben Weise wie in Beispiel 1 (2) (a) wurde Nucleinsaure
aus der K562-Zelllinie (2 x 10° Zellen) extrahiert. Jeder Extrakt wurde einer Agarose-Gel-Elektrophorese un-
terzogen, und die Intensitat der Bande wurde in drei Graden bewertet, wobei die Ergebnisse in Tabelle 1 ge-
zeigt sind. In Tabelle 1 zeigt die Zahl der "+"-Zeichen den Grad der Intensitédt der Bande an, wobei grofiere
Zahlen von "+"-Zeichen intensivere Banden bedeuten, "-" eine nicht nachweisbare Bande bedeutet, GuHCI
Guanidin-Hydrochlorid ist und GuSCN Guanidinthiocyanat ist.

Tabelle 1
Nr. |L6sung zum Auflésen und Adsorbieren 28S- 18S- Genomische
rRNA rRNA DNA
1 |5 M GuHCI, 1,5 M LiCl, 0,2 M NaOAc-HCI (pH 3,0) [+++ [+++ |-
2* |5 M GuHCI, 0,2 M NaOAc-HCl (pH 3,0) + T+ ¥
3* [5 M GuHCI, 1,5 M LiCl, 0,2 M Tris-HCI (pH 6,5) - _ o+
4* |5 M GuHCI, 0,2 M Tris-HCI (pH 6,5) - - T+t
5 [5MGUSCN, 1,5 M LiCl, 0,2 M NaOAC-HCI (pH 4,0) | +++ | +++ |- 7
6* |5 M GuSCN, 0,2 M NaOAc-HCI (pH 4,0) ++ ++ +
7* |5 M GuSCN, 1,5 M LiCl, 0,2 M Tris-HCI (pH 6,5) |- - +++
8* |5 M GuSCN, 0,2 M Tris-HCI (pH 6,5) - 1- +++

* nicht geman der Erfindung

[0051] Die Ergebnisse zeigen an, dass eine saure Losung zum Auflésen und Adsorbieren, die ein Lithiumsalz
und ein chaotropes Mittel enthielt, die Selektivitat des nucleinsdurebindenden Tragers bezuglich der RNA-Ad-
sorption merklich verbesserte, was zu hdheren RNA-Ausbeuten flhrte.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Isolieren einer Ribonucleinsaure, das die folgenden Schritte umfasst:
(1) Mischen einer Probe, die die Ribonucleinsaure enthalt, einer sauren Lésung, die ein Lithiumsalz und ein
chaotropes Mittel enthalt, und eines nucleinsaurebindenden Tragers, so dass die Ribonucleinsaure an den Tra-
ger adsorbiert wird, wobei es sich bei dem chaotropen Mittel um ein Guanidinsalz oder Harnstoff handelt, wobei
die saure Lésung einen pH-Wert von nicht mehr als 6,0 hat;
(2) Abtrennen des ribonucleinsauregebundenen Tragers aus einer flissigen Phase; und
(3) Eluieren der Ribonucleinsaure von dem Trager.

2. Verfahren zum Isolieren einer Ribonucleinsdure gemaf Anspruch 1, wobei das Guanidinsalz ein Vertre-
ter ist, der aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Guanidin-Hydrochlorid, Guanidinacetat, Guanidinphosphat,
Guanidin(iso)thiocyanat, Guanidinsulfat und Guanidincarbonat besteht.

3. Verfahren zum Isolieren einer Ribonucleinsdure gemaf Anspruch 1, wobei die Probe, die die Ribonuc-
leinsaure enthalt, ein Vertreter ist, der aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Serum, Blut, Gewebe, Urin,
Stuhl, Speichel, aus biologischem Material isolierten Zellen und kultivierten Zellen besteht.

4. Verfahren zum Isolieren einer Ribonucleinsaure gemal Anspruch 1, wobei das Lithiumsalz ein anorga-
nisches Lithiumsalz oder ein organisches Lithiumsalz ist.

5. Verfahren zum Isolieren einer Ribonucleinsdure gemal Anspruch 1, wobei das Lithiumsalz wenigstens

ein Vertreter ist, der aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Lithiumchlorid, Lithiumacetat, Lithiumcitrat, Lithi-
umcarbonat, Lithiumhydroxid und Lithiumborat besteht.
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6. Verfahren zum Isolieren einer Ribonucleinsaure gemafl Anspruch 1, wobei der nucleinsdurebindende
Trager Kieselsaure enthalt.

7. Verfahren zum lIsolieren einer Ribonucleinsdure gemaf Anspruch 1, wobei der nucleinsaurebindende
Trager ein Teilchen ist.

8. Verfahren zum Isolieren einer Ribonucleinsaure gemafl Anspruch 1, wobei der nucleinsdurebindende
Trager ein supermagnetisches Metalloxid enthalt.

9. Verfahren zum Isolieren einer Ribonucleinsdaure gemal Anspruch 1, das nach der Isolierung des ribo-
nucleinsduregebundenen Tragers aus der flissigen Phase weiterhin einen Schritt des Waschens des ribonu-
cleinsduregebundenen Tragers mit einer Waschlésung umfasst.

10. Verfahren zum lIsolieren einer Ribonucleinsaure gemal Anspruch 1, das nach der Isolierung des ribo-
nucleinsduregebundenen Tragers aus der flissigen Phase weiterhin einen Schritt des Waschens des ribonu-
cleinsduregebundenen Tragers mit einer Waschlosung, die ein chaotropes Mittel enthalt, umfasst.

11. Verfahren zum Isolieren einer Ribonucleinsdure geman Anspruch 10, das nach dem Waschen des Tra-
gers mit der Waschlésung, die das chaotrope Mittel enthalt, weiterhin einen Schritt des Waschens des ribonu-
cleinsauregebundenen Tragers mit einem Puffer mit einer geringen Salzkonzentration umfasst.

12. Verfahren zum lIsolieren einer Ribonucleinsdaure gemafl Anspruch 11, wobei der Puffer eine Salzkon-
zentration von nicht mehr als 100 mM hat.

13. Verfahren zum Isolieren einer Ribonucleinsaure gemaf Anspruch 11, das nach dem Waschen des Tra-
gers mit dem Puffer weiterhin einen Schritt des Eluierens der Ribonucleinsaure unter Verwendung einer L6-
sung, die die Ribonucleinsaure eluieren kann, von dem ribonucleinsauregebundenen Trager umfasst.

14. Verfahren zum lIsolieren einer Ribonucleinsdaure gemafl Anspruch 1, wobei die Ribonucleinsdure von
dem ribonucleinsauregebundenen Trager eluiert wird, indem man den Trager erhitzt.

15. Verfahren zum Isolieren einer Ribonucleinsdure gemaf Anspruch 1, wobei der nucleinsaurebindende
Trager ein supermagnetisches Metalloxid enthalt und der Trager, der die Ribonucleinsaure tragt, unter Verwen-
dung eines Isolationsmagnetfelds aus der flissigen Phase isoliert wird.

16. Verfahren zum lIsolieren einer Ribonucleinsaure, das die folgenden Schritte umfasst:
(1) Mischen einer Probe, die die Ribonucleinsaure enthalt, einer sauren Lésung (pH nicht mehr als 6,0), die
eine oder mehrere Lithiumverbindungen, die aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus Lithiumchlorid, Lithium-
acetat, Lithiumcitrat, Lithiumcarbonat, Lithiumhydroxid und Lithiumborat besteht, und ein chaotropes Mittel ent-
halt, wobei es sich bei dem chaotropen Mittel um ein Guanidinsalz oder Harnstoff handelt, und eines nuclein-
saurebindenden Tragers, der ein supermagnetisches Metalloxid enthalt, so dass die Ribonucleinsaure an den
Trager adsorbiert wird;
(2) Abtrennen des ribonucleinsauregebundenen Tragers aus einer flissigen Phase unter Verwendung eines
Magnetfelds;
(3) Waschen des ribonucleinsauregebundenen Tragers mit einer Waschldésung, die ein chaotropes Mittel ent-
halt, das aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus einem Guanidinsalz, Harnstoff, lodid, Perchlorat und (Iso)thi-
ocyanat besteht, und Abtrennen des ribonucleinsauregebundenen Tragers unter Verwendung eines Magnet-
felds;
(4) Waschens des Tragers mit einem Puffer mit einer geringen Salzkonzentration von nicht mehr als 100 mM
und Abtrennen des ribonucleinsauregebundenen Tragers unter Verwendung eines Magnetfelds; und
(5) Eluieren der Ribonucleinsaure mit einer Losung, die die Ribonucleinsaure abtrennen kann, von dem Trager.

17. Reagens zum lIsolieren einer Ribonucleinsaure, das Folgendes umfasst:

(a) eine Lésung (pH nicht mehr als 6,0) fir die Auflésung und Adsorption, die eine oder mehrere Lithiumver-
bindungen, die aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus Lithiumchlorid, Lithiumacetat, Lithiumcitrat, Lithium-
carbonat, Lithiumhydroxid und Lithiumborat besteht, und ein chaotropes Mittel enthalt, wobei es sich bei dem
chaotropen Mittel um ein Guanidinsalz oder Harnstoff handelt;

(b) einen nucleinsaurebindenden Trager, der aus der Gruppe ausgewabhlt ist, die aus Kieselsaure, Cellulose,
Nitrocellulose, Latex und Hydroxyapatit besteht;

(c) eine Waschlésung, die ein chaotropes Mittel enthalt, das aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus einem Gu-
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anidinsalz, Harnstoff, lodid, Perchlorat und (Iso)thiocyanat besteht;

(d) eine Waschlésung, bei der es sich um einen Puffer mit einer geringen Salzkonzentration von nicht mehr als
100 mM handelt; und

(e) eine Losung zum Eluieren der Ribonucleinsaure von dem Trager.

18. Reagens zum Isolieren einer Ribonucleinsaure gemal Anspruch 17, wobei der nucleinsaurebindende
Trager ein supermagnetisches Metalloxid enthalt.

19. Verfahren zum Herstellen einer cDNA, umfassend das Umsetzen einer nach dem Verfahren von An-
spruch 1 isolierten Ribonucleinsdure mit einem Gemisch aus einer Reversen Transcriptase, einem Ribonucle-
ase-Inhibitor, ANTPs, einem Primer fir die reverse Transcription und einem Puffer fir die reverse Transcripti-
onsreaktion und Synthetisieren der cDNA aus der Ribonucleinsaure.

20. Verfahren zum Herstellen einer cDNA, umfassend das Umsetzen eines nach dem Verfahren von An-
spruch 1 erhaltenen ribonucleinsduregebundenen Tragers mit einem Gemisch aus einer Reversen Transcrip-
tase, einem Ribonuclease-Inhibitor, dNTPs, einem Primer fur die reverse Transcription und einem Puffer fur
die reverse Transcriptionsreaktion und Synthetisieren der cDNA aus der Ribonucleinsaure.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

1 2 3

—d -‘ <€ genomische DNA
@ | —— 285 rRNA
- | <— 185 rRNA
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