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Verfahren zur parallelen Isolierung doppel- und einzelstringiger Nukleinsiuren sowie zur
selektiven Entfernung doppelstringiger Nukleinsiuren aus einem Gemisch von doppel- und

einzelstringigen Nukleinsiduren

Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur effizienten und extrem einfachen und
kostengiinstigen parallelen Isolierung doppelstringiger und einzelstringiger Nukleinséuren.
Unter doppelstringiger Nukleinsdure wird insbesondere genomische DNA und unter

einzelstringiger Nukleinsdure RNA verstanden.

[0002] Die parallele Isolierung von genomischer DNA und zelluldrer Total RNA aus einer
biologischen Probe ist bis zum heutigen Zeitpunkt an nur einige wenige praktizierbare Methoden
gebunden. Von Raha, S., Merante, F., Proteau, G. und Reed, J.K. (GATA, 1990, 7(7): 173-177)
wird eine Methode zur Trennung genomischer DNA und zelluldrer Total RNA {iber selektive
Prézipitationsschritte unter Verwendung von Lithiumchlorid beschrieben. Eine weitere
Moglichkeit der parallelen Isolierung von DNA und RNA nutzt Ultrafiltrationstechniken unter
Verwendung eines Casiumchloridgradienten zur Pelletierung der RNA in Kombination mit
nachfolgender Dialyse der DNA (Coombs, L..M., Pigott, D., Proctor, A., Eydmann, M., Denner,
J. und Knowles, M.A.; Anal. Biochem. (1990); 188; 338-343). Das publizierte Verfahren ist

extrem zeitaufwendig und bendtigt einen speziellen apparativen Aufwand.

[0003] Nachteilig an diesem Verfahren sind aber die aufwendigen Préparationsschritte und die
Verwendung von hochtoxischen und kanzerogenen Substanzgruppen wie Chloroform und

Phenol. Letztlich ist auch der notwendige Zeitbedarf sehr grof3.

[0004] Ein vereinfachtes Verfahren zur simultanen Isolierung von DNA und RNA ist in der
Offenlegungsschrift WO 97/28171 Al offenbart. Hierbei wird die biologische Probe mit einem
chaotropen Puffer lysiert. Nach Lyse erfolgt die Zugabe von Nanopartikeln (kleiner 40nm) aus
monodispersem Siliziummaterial. An diese Partikel bindet die genomische DNA. Der Ansatz
wird nachfolgend zentrifugiert. Dabei werden die Siliziumpartikel pelletiert. Der Uberstand wird
in ein neues Reaktionsgefdl tiberfithrt. Das pelletierte Trigermaterial wird anschliefend mit

einem ethanolhaltigen Waschpuffer gewaschen und die gebundene DNA final mit einem
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Niedrigsalzpuffer wieder vom mineralischen Tragermaterial abgelost. Der zuriickgebliebene
Uberstand wird dann in klassischer Weise einer Phenol/Chloroform-Extraktion unterzogen und

die RNA auf diese Weise letztlich prizipitiert und nach Waschschritten mittels Wasser gelost.

[0005] Das Verfahren ist schneller als die oben beschriebene Methode. Allerdings wird auch in
diesem Verfahren mit hochtoxischen und kanzerogenen Substanzgruppen wie Chloroform und

Phenol gearbeitet.

[0006] Ein weiteres Verfahren der Trennung und Isolierung von einzelstrdngigen und

doppelstringigen Nukleinsduren wird in der Patentschrift EP 1 146 049 B1 offenbart.

[0007] Das Verfahren basiert auf der Behandlung einer Nukleinsiuren enthaltenden Quelle mit

mindestens einem mineralischen Trigermaterial in der Form dass:

1. die einzelstringige Nukleinsdure isoliert wird, indem man die Behandlungsbedingungen
durch ein wissriges Gemisch von chaotropen Salzen und niederen aliphatischen Alkoholen
einstellt, derart, dass nachfolgend vorrangig die einzelstringige Nukleinsdure an einen
mineralischen Triger adsorbiert wird, die doppelstringige Nukleinsdure dagegen nicht
adsorbiert. Die gebundene einzelstringige Nukleinsdure wird nachfolgend gewaschen und

final mittels eines Niedrigsalzpuffers vom Trigermaterial eluiert.

2. die doppelstringige Nukleinsdure isoliert wird, indem man die Behandlungsbedingungen
durch ein Gemisch von Erdalkali-lonen komplexierenden Substanzen ohne niedere
aliphatische Alkohole einstellt, derart , dass nachfolgend vorrangig die doppelstringige
Nukleinsdure an einen mineralischen Triger adsorbiert wird, die einzelstringige
Nukleinsdure dagegen nicht adsorbiert. Die gebundene doppelstringige Nukleinsdure wird
nachfolgend gewaschen und final mittels eines Niedrigsalzpuffers vom Trégermaterial

cluiert.

3. die doppelstringige Nukleinsdure isoliert wird, in dem man die Behandlungsbedingungen
durch die Anwesenheit eines Sarkosinats aber ohne niedere aliphatische Alkohole einstellt,
derart, dass nachfolgend vorrangig die doppelstringige Nukleinsdure an einen mineralischen

Triger adsorbiert wird, die einzelstringige Nukleinsdure dagegen nicht adsorbiert. Die
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gebundene doppelstringige Nukleinsidure wird nachfolgend gewaschen und final mittels

eines Niedrigsalzpuffers vom Tragermaterial eluiert.

4. die doppelstringige oder einzelstringige Nukleinsduren isoliert wird, in dem man die
Behandlungsbedingungen durch ein wissriges Gemisch von chaotropen Salzen und niederen
aliphatischen Alkoholen einstellt, derart, dass beide Nukleinsdurefraktionen an einen
mineralischen Triger adsorbieren. Die Trennung der Nukleinsduren erfolgt durch eine
selektive Elution. Dabei wird die doppelstringige Nukleinsdure mittels einer Losung
verminderter Ionenstirke und niederen aliphatischen Alkoholen vom Trégermaterial
abgeldst. Die verbleibende einzelstriangige Nukleinsdure wird nachfolgend gewaschen und

final mittels eines Niedrigsalzpuffers vom Trigermaterial abgelost.

[0008] Alternativ dazu kann die einzelstringige Nukleinsdure mittels einer Losung, welche
Erdalkali-lonen komplexierende Substanzen und/oder Sarkosinate enthilt, selektiv vom
Trigermaterial eluiert werden. Die nunmehr verbleibende doppelstringige Nukleinsdure wird
nachfolgend wiederum gewaschen und final mittels eines Niedrigsalzpuffers vom Trigermaterial

abgelost.

[0009] Das Verfahren ist einfach in der Durchfiihrung und verzichtet ginzlich auf die
Verwendung von Phenol oder Chloroform. Eine zeitaufwendige Ethanolféllung ist ebenfalls

nicht notwendig,

[0010] Allerdings zeigt sich auch, dass die Selektivitit der Isolierung der jeweiligen
Nukleinsduren oftmals nicht gegeben ist. So benétigt z.B. ein kommerziell angebotener
Extraktions-Kit zur Isolierung von RNA auf der Basis eines der beschriebenen Verfahren immer
einen DNase Verdau. Dieser ist notwendig, da die dargestellte Selektivitit zur Isolierung der
RNA allein mit dem beschriebenen Verfahren nicht ausreichend ist. Die doppelstringige DNA

muss zusétzlich mittels eines enzymatischen Verfahrens entfernt werden.

[0011] Die Druckschrift WO97/37040 A2 verweist ebenfalls auf ein Verfahren zu Trennung
von einzelstrangiger und doppelstringiger Nukleinsduren, insbesondere in Hinblick auf die
Isolierung von HCV RNA aus Korperfliissigkeiten. Wie schon in der Patentschrift
EP 1146 049 Bloffenbart, erfolgt auch in WO 97/37040 A2 die Anbindung der doppelstringigen

Nukleinsdure an ein Silicamaterial dadurch, dass der dafiir eingesetzte Puffer eine hohe
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Konzentration an EDTA (mindestens 100 mM) benétigt. Damit wird die Anwesenheit eines
Komplexbildners in hoher Konzentration bendtigt, um doppelstringige Nukleinséure an
mineralische Silicapartikel zu binden und die Anbindung von einzelstrdngiger Nukleinsdure zu

verhindern.

[0012] Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zu Grunde, die Nachteile der bekannten
Verfahren zu beseitigen und ein besseres Verfahren zur Trennung einzel- und doppelstriangiger

Nukleinséuren zur Verfiigung zu stellen.

[0013] Die Aufgabe wurde gemill den Merkmalen der Patentanspriiche 1 und 10 bis 12 geldst.

Die Patentanspriiche 2 bis 9 stellen bevorzugte Ausfithrungsformen der Erfindung dar.

[0014] Das erfindungsgemifle Verfahren zur parallelen Isolierung doppel- und einzelstringiger
Nukleinséduren sowie zur selektiven Entfernung doppelstringiger Nukleinsduren aus einem
Gemisch von doppel- und einzelstringigen Nukleinsduren oder aus diese Stoffe enthaltenden
Quellen, ist durch folgende Schritte gekennzeichnet:

a) die lysierte oder homogenisierte Probe wird in Abwesenheit von Alkohol oder Erdalkali-
Ionen komplexierende Substanzen oder Wasch-, Dispensier oder Netzmitteln mit einer
wissrigen Salzlosung in einer Konzentration grofler 1M so eingestellt, dass die
doppelstringige Nukleinsdure an einen festen Triger adsorbiert wird, wihrend die
einzelstringige Nukleinsdure nicht adsorbiert wird und in der Losung bleibt

b) der Trégers mit der adsorbierten Nukleinsiure wird entfernt

c) die Losung mit der einzelstringigen Nukleinsdure wird mit einer alkoholischen Losung
in einer Konzentration von 1 bis 90 Vol.-% versetzt und mit einem weiteren festen
Trager in Kontakt gebracht, wobei die einzelstringige Nukleinsdure an diesen weiteren

Tréger adsorbiert wird.

[0015] Die an den jeweiligen festen Triger adsorbierte Nukleinséure wird nach bekannten
Methoden gewaschen und eluiert. Die wissrige Salzlosung kann aus chaotropen oder
nichtchaotropen Salzen, vorzugsweise aus Guanidiniumsalzen, bestehen. Als fester Trager dient
vorzugsweise ein mineralischer Triger. Der feste Triger kann Bestandteil einer Mini-

Zentrifugationsséule sein.



10

15

20

25

30

WO 2008/003776 PCT/EP2007/056879

[0016] Fiir die Adsorption der doppelstringigen Nukleinsduren wird gemél einer bevorzugten
Ausfiihrungsform das gleiche Trigermaterial wie flir die Adsorption der einzelstringigen

Nukleinsiduren verwendet.

[0017] Als alkoholische Losung werden vorzugsweise Alkohole mit 1 bis 5 Kohlenstoffatomen
eingesetzt. Die alkoholische Losung kann zusitzlich weitere Stoffe, wie Natrium- oder
Kaliumacetatpuffer oder ein  Alkohol-Detergenzgemisch, insbesondere nichtionische

Detergenzien enthalten.

[0018] Fiir die Absorption der einzelstringigen Nukleinsdure kann als fester Triger ein
mineralischer Tridger oder magnetische Fisenoxidpartikel, vorzugsweise mit modifizierten

Oberfléchen, eingesetzt werden.

[0019] Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens, dass
folgende Bestandteile umfasst:

e cine wiassrige Salz-Losung mit einer Salz-Konzentration gréfier IM

e zwei feste Triger

e cine alkoholische Losung in einer Konzentration von 1 bis 90 Vol.-%

¢ bekannte Wasch- und Elutionspuffer.

[0020] Bei der wissrigen Salzlosung handelt es sich um eine Losung von nicht-

komplexbildenden Salzen.

[0021] Die Erfindung umfasst somit auch die Verwendung einer wéssrigen Salzlosung mit einer
Salz-Konzentration groBer 1M zur selektiven Entfernung doppelstringiger Nukleinsduren aus
einem Gemisch von doppel- und einzelstringigen Nukleinsduren oder aus diese Stoffe

enthaltenden Quellen durch Bindung der doppelstrangigen Nukleinséuren an einen festen Triger.

[0022] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung einer wéssrigen Salzlosung
mit einer Salz-Konzentration grofer 1M zur Isolierung hochreiner zelluldrer Total-RNA, die frei
von genomischer DNA ist, aus einem Gemisch von zelluldrer Total-RNA und genomischer
DNA oder aus diese Stoffe enthaltenden Quellen durch Bindung der genomischen DNA an einen

festen Tréger.
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[0023] Erfindungsgemil wurde ein Verfahren und ein Kit bereitgestellt, welches es ermoglicht,
parallel doppel- und einzelstriangige Nukleinséuren aus einer Nukleinsduren enthaltenden Quelle
zu isolieren, wobei das Verfahren einfach und schnell in der Durchfiihrung ist und auf die

Verwendung von Phenol oder Chloroform génzlich verzichtet.

[0024] Das erfindungsgeméfle Verfahren ermdglicht es, doppel- und einzelstringige
Nukleinsduren aus einer Nukleinsduren enthaltenden Quelle zu trennen, mit dem Ziel der
selektiven Isolierung nur der einzelstringigen Nukleinsdure, wobei das Verfahren wiederum
einfach und schnell in der Durchfihrung ist und auf die Verwendung von Phenol oder

Chloroform génzlich verzichtet.

[0025] Es zeigte sich, dass man eine Trennung von einzelstrdngiger und doppelstringiger
Nukleinsdure auf einem vollig anderen Weg, als in der Patentschrift EP 1 146 049 B1
beschrieben, erreichen kann. In EP 1146049 Bl sind zwei Verfahrensalternativen zur

Anbindung von doppelstrangiger Nukleinséure an einen festen Triger genannt worden, ndmlich:

1. Puffer, welche ein Gemisch von Erdalkali-lonen komplexierende Substanzen enthalten,
also z.B. EDTA oder

2. Puffer, welche ein Netz,- Wasch oder Dispergiermittel (Sarkosinate) enthalten

[0026] In EP 1 146 049 B1 bewirken gerade diese Bedingungen — nach Inkubation mit einem
mineralischen Trigermaterial — eine selektive Anbindung der doppelstringigen Nukleinséure,
wobei die einzelstringige Nukleinsdure nicht bindet. Die gebundene doppelstringige
Nukleinséure wird nachfolgend ggf. gewaschen und final mittels Niedrigsalzpuffer oder Wasser
vom mineralischen Tragermaterial eluiert. Die nichtgebundene einzelstringige Nukleinsdure
kann dann nachfolgend ebenfalls isoliert werden, indem zum Beispiel die Bindungsbedingungen
durch Zugabe eines Alkohols so einstellt werden, dass eine effiziente Adsorption an ein weiteres
mineralisches Material erfolgt. Auch die gebundene -einzelstringige Nukleinsdure wird

nachfolgend gewaschen und final wiederum vom mineralischen Material abgelost.

[0027] Weiterhin wird in EP 1 146 049 B1 erwihnt, dass bei Zugabe eines wissrigen Gemischs
von chaotropen Salzen in einer Konzentration grofler 1M und niederen aliphatischen Alkoholen

diec Behandlungsbedingungen so eingestellt werden koénnen, dass iiberwiegend die
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einzelstringige Nukleinsédure oder aber die Gesamtnukleinsiure an den festen Tréger adsorbiert

wird.

[0028] Ein entscheidender Unterschied der vorliegenden Erfindung gegeniiber EP 1 146 049 B1
ist also, dass die wissrige Salzlosung in einer Konzentration grofler 1M — in Abwesenheit von
Alkohol — bewirkt, dass nicht (wie in EP 1 146 049 B1) die einzelstrangige Nukleinsdure oder
Gesamtnukleinsdure, sondern ausschlieflich die doppelstringige Nukleinsdure an den festen
Triger adsorbiert wird. Dieses Ergebnis war iiberraschend und nicht aus dem Stand der Technik

ableitbar.

[0029] Auch in WO97/37040 A2 werden hohe Salzkonzentrationen komplexierender
Komponenten (EDTA; EGTA) fiir die Anbindung einer doppelstrangigen Nukleinséure bendtigt.

[0030] Damit weisen zwei unterschiedliche Patentschriften, welche die selbe Zielstellung
beschreiben, explizit darauf hin, dass fiir die Anbindung einer doppelstringigen Nukleinsdure ein

komplexierende Komponenten (EDTA; EGTA) die wesentliche Komponente darstellt.

[0031] Die vorliegende Erfindung zeigt aber iiberraschenderweise gerade den gegenteiligen
Effekt, nidmlich, dass die Anbindung von doppelstringiger Nukleinsiure gerade dann
hervorragend realisiert wird, wenn kein komplexierendes Agens vorliegt. Dieser Effekt war

damit in keiner Weise zu erwarten.

[0032] Es hat sich demnach herausgestellt, dass im erfindungsgemiflen Verfahren die
Anbindung von doppelstringiger Nukleinsdure an ein festes Trigermaterial unter genau den
entgegengesetzten Bindungsbedingungen erfolgt. Die Adsorption der doppelstringigen
Nukleinsduren erfolgt dann, wenn die o.g. Salzlosung keinen Alkohol enthélt. In diesem Fall
kann auch zur Adsorption der doppelstringigen Nukleinsduren auf Erdalkali-Ionen
komplexierende Substanzen oder Sarkosinate oder andere Wasch-, Dispergier- oder Netzmittel

verzichtet werden.

[0033] Das Verfahren zur parallelen Isolierung von genomischer DNA und zelluldirer RNA

realisiert sich mittels des erfindungsgeméfien Verfahrens damit wie folgt:
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[0034] Die Nukleinsdure enthaltende Quelle wird ggf. homogenisiert oder lysiert, wobei der
Lysepuffer eine hohe Salzkonzentration (> 1M), aber im Gegensatz zur Patentschrift EP
1146049 keinen Alkohol, keine Erdalkali-lonen komplexierende Substanzen und/oder keine
Wasch-, Dispensier- oder Netzmittel enthdlt. Nach Homogenisierung/Lyse wird die
aufgeschlossene Probe mit einem festen Triger, vorzugsweise ein mineralischen Trigermaterial,
in Kontakt gebracht. Das Trigermaterial kann dabei in unterschiedlichster Form zugefiihrt
werden. In einer bevorzugten Ausfiihrungsvariante ist das Tragermaterial Bestandteil einer Mini-

Zentrifugationsséule.

[0035] Unter den angegebenen Bedingungen bindet die genomische DNA (doppelstringige
Nukleinséure) an das Tragermaterial, nicht aber die RNA (einzelstringige Nukleinsdure). Das
Filtrat enthélt die RNA und wird fiir den weiteren Extraktionsprozess aufbewahrt. Die am
Trigermaterial gebundene genomische DNA wird anschliefend ggf. mit einem alkoholischen
Waschpuffer gewaschen und final mittels eines Niedrigsalzpuffers oder Wasser vom
Triagermaterial eluiert. Das aufbewahrte und die einzelstringige Nukleinsdure enthaltende Filtrat
wird mit einer alkoholischen Losung versetzt und nunmehr ebenfalls mit einem weiteren
mineralischen Tragermaterial in Kontakt gebracht. Das mineralische Material kann wiederum in
unterschiedlichster ~Form  vorliegen, vorzugsweise wieder als Bestandteil einer
Zentrifugationssdule. Dabei kann das Trigermaterial fiir die Anbindung der RNA aus dem

selben mineralischen Material wie fiir die Anbindung der genomischen DNA sein.

[0036] Zur Erhéhung der Effizienz der Anbindung der RNA kann die alkoholische Losung ggf.
noch weitere Salze, insbesondere Natriumacetat- oder Kaliumacetatpuffer mit sauren pH-Werten
oder ein Alkohol-Detergenzgemisch, insbesondere nichtionische Detergenzien (z.B. Tween20,

Tween80, TritonX-100), enthalten.

[0037] Nach erfolgter Bindung der RNA an das eingesetzte Trigermaterial erfolgen ggf. an sich
bekannte Waschschritte. Final wird auch die RNA mittels eines Niedrigsalzpuffers oder mittels

Wasser vom Trigermaterial eluiert.

[0038] Mittels dieser extrem einfachen Verfahrensabldufe kann schnell und effizient DNA und

RNA aus einer biologischen Probe isoliert werden.
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[0039] In einer weiteren erfindungsgeméfen Ausfithrungsalternative kann mittels der Trennung
von doppelstringiger und einzelstringiger Nukleinsdure auch hocheffizient und schnell
hochreine zelluldre Total RNA, welche weitestgehend frei von kontaminierender genomischer
DNA ist, isoliert werden, so dass die bisher Verwendung findenden enzymatischen DNA-

Verdauschritte nicht mehr notwendig sind.

[0040] Hierzu nutzt man den beschriebenen erfindungsgemiflen Mechanismus der selektiven
Adsorption von doppelstrangiger Nukleinsdure (DNA) an ein mineralisches Trigermaterial,
wobei aber mit der gebundenen DNA nicht mehr weitergearbeitet wird. Nach der Entfernung der
genomischen DNA aus der Ausgangsprobe wird diese wie oben beschrieben nachfolgend mit
einer alkoholischen Losung, welche ggf. weitere Salzkomponenten enthalten kann, gemischt und
dieser Ansatz mit einem weiteren mineralischen Trigermaterial kontaktiert, das Tridgermaterial
mit der gebundenen RNA ggf. mit einem alkoholischen Waschpuffer gewaschen und final die
RNA mittels eines Niedrigsalzpuffers bzw. mittels Wasser vom Trigermaterial eluiert. Das
Verfahren zur selektiven Isolierung hochreiner RNA, frei von genomischer DNA, besticht durch

seine Schnelligkeit und Einfachheit.

[0041] Interessanterweise  kénnen  fiir die  spezifische Anbindung der beiden
Nukleinsdurefraktionen dieselben mineralischen Materialien eingesetzt werden. Es besteht aber
auch die Moglichkeit, unterschiedliche Materialien fiir die selektive Anbindung von DNA und
RNA einzusetzen. So kann z.B. die selektive Entfernung der genomischen DNA schnell und
effizient unter Verwendung einer Zentrifugationssdule mit einem Glasfasermaterial erfolgen,
wobei nachfolgend die Anbindung der RNA nach Zugabe der beschriebenen alkoholischen
Komponente an magnetische Eisenoxidpartikel, vorzugsweise mit modifizierten Oberflichen,
erfolgt. Hierbei kombiniert man dann z.B. einen manuellen Schritt zur Entfernung von DNA aus
einer biologischen Probe mit einem automatisierten Verfahren (z.B. automatisierte

Magnetpartikelseparation) mit dem Ziel, schnell hochreine RNA zu isolieren.

[0042] Die mittels der erfindungsgemiflen Verfahrensvarianten isolierten Nukleinséuren
(genomische DNA und/ oder RNA) sind undegradiert und von exzellenter Qualitéit
(OD60:0Dyg0= 1.8-2.0). Die Kontamination mit genomischer DNA ist vernachlissigbar und dies

ohne die bisher bendtigten enzymatischen Schritte (Verwendung von DNAse I).
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[0043] Die Verfahren erlauben sowohl die parallele Isolierung von DNA und RNA als auch die
selektive Isolierung von RNA aus prinzipiell jeder biologischen Ausgangsprobe. Dabei kénnen
auch extrem geringe Mengen an Ausgangsmaterial einer Isolierung zugénglich gemacht werden.
Dies ist insbesondere bei der Bearbeitung von mikrodissektierten Proben wesentlich. Gerade bei
diesen extrem limitierten Probenmengen ist eine parallele Isolierung von DNA und RNA von

bedeutendem Vorteil.

[0044] Die Erfindung wird nachfolgend an einem Ausfiihrungsbeispiel ndher erldutert, wobei

das Ausfithrungsbeispiel keine Limitierung des erfindungsgeméfen Verfahrens darstellt.

Ausfiihrungsbeispiel

Parallele Isolierung genomischer DNA und zelluléirer Total RNA aus einer Gewebeprobe

[0045] Uberfithren von 20 mg Lebergewebe der Maus in ein 1.5 ml ReaktionsgefiB. Zugabe
von 450 ul Lysepuffer (4 M Guanidinthiocyanat, 80 mM tri-Natriumcitrat-Dihydrat).
Zerreiben der Gewebe Probe mittels eines Mikro-Homogenisators. Inkubation fiir 30 min bei
Raumtemperatur. Uberfiihren des Lyseansatzes auf eine Filtersiule mit AuffanggefiB
(Glasfaserfilter Fa. Whatmann) und Zentrifugation fiir 2 min bei 10.000 x g. Bei diesem
Schritt bindet die genomische DNA an die Oberfliche der Filtersdule. Die Filtersdule mit der
gebundenen DNA wird in ein neues Auffanggefdll gesteckt. Das erhaltenen Filtrat enthélt die
zelluldre Total RNA und wird mit einem gleichen Volumen an 70%igem Ethanol versetzt.
Dieser Ansatz wird dann auch auf eine Filtersdule (Glasfaserfilter Fa. Whatmann) mit
Auffanggefil} iiberfithrt und ebenfalls bei 10.000 x g fiir 1 min zentrifugiert. Das Filtrat wird
verworfen und die Filtersdule mit der gebundenen RNA wird in ein neues Auffanggefall
gesteckt. Die beiden Filtersdulen werden dann mit einem ethanolhaltigen Waschpuffer (z.B.
80% Ethanol, 50 mM NaCl, 10 mM Tris HCl) gewaschen und nachfolgend mittels
Zentrifugation getrocknet. Die Elution der gebunden genomischen DNA erfolgt mittels der
Zugabe von 100 pl Elutionspuffer (10 mM Tris HCl) oder Wasser. Die Elution der zelluldren
Total RNA erfolgt mittels der Zugabe von 100 pl RNase freiem Wassers. Beide Filtersdulen
werden fiir 1 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Die Filtersdulen werden verworfen, die Filtrate

enthalten die beiden Nukleinsdurefraktionen.
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Patentanspriiche

Verfahren zur parallelen Isolierung doppel- und einzelstringiger Nukleinséuren sowie zur

selektiven Entfernung doppelstringiger Nukleinsduren aus einem Gemisch von doppel-

und einzelstringigen Nukleinsduren oder aus diese Stoffe enthaltenden Quellen,
gekennzeichnet durch folgende Schritte:

a) die lysierte oder homogenisierte Probe wird in Abwesenheit von Alkohol oder
Erdalkali-lonen komplexierende Substanzen oder Wasch-, Dispensier oder Netzmitteln
mit einer wissrigen Salzlosung in einer Konzentration gréfler 1M so eingestellt, dass
die doppelstrangige Nukleinséure an einen festen Triager adsorbiert wird, wihrend die
einzelstrangige Nukleinsdure nicht adsorbiert wird und in der Losung bleibt

b) Entfernen des Tragers mit der adsorbierten Nukleinsdure

c) die Losung mit der einzelstringigen Nukleinsdure wird mit einer alkoholischen Lésung
in einer Konzentration von 1 bis 90 Vol.-% versetzt und mit einem weiteren festen
Tréager in Kontakt gebracht, wobei die einzelstringige Nukleinsdure an diesen weiteren

Triger adsorbiert wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die an den jeweiligen festen

Triger adsorbierte Nukleinséure nach bekannten Methoden gewaschen und eluiert wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die wissrige Salzlosung aus

chaotropen oder nichtchaotropen Salzen, vorzugsweise aus Guanidiniumsalzen, besteht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass als fester

Triger ein mineralischer Trager verwendet wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass der feste

Triger Bestandteil einer Mini-Zentrifugationssdule ist.
Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass fiir die

Adsorption der doppelstrangigen Nukleinsduren das gleiche Tridgermaterial wie fiir die

Adsorption der einzelstrdngigen Nukleinsduren verwendet wird.

11
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die

alkoholische Losung Alkohole mit 1 bis 5 Kohlenstoffatomen enthlt.

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die alkoholische Losung
zusétzlich weitere Stoffe, wie

a) Natrium- oder Kaliumacetatpuffer oder

b) ein Alkohol-Detergenzgemisch, insbesondere nichtionische Detergenzien

enthilt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass fiir die
Absorption der einzelstringigen Nukleinsdure als fester Triger ein mineralischer Triger
oder magnetische Eisenoxidpartikel, vorzugsweise mit modifizierten Oberfldchen,

eingesetzt werden.

Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 9, umfassend

o eine wissrige Salz-Losung mit einer Salz-Konzentration gréfler IM
o zwel feste Trager
J eine alkoholische Losung in einer Konzentration von 1 bis 90 Vol.-%

o bekannte Wasch- und Elutionspuffer.

Verwendung einer wissrigen Salzlosung mit einer Salz-Konzentration grofler 1M zur
selektiven Entfernung doppelstringiger Nukleinsduren aus einem Gemisch von doppel-
und einzelstringigen Nukleinsduren oder aus diese Stoffe enthaltenden Quellen durch

Bindung der doppelstringigen Nukleinsduren an einen festen Tréger.

Verwendung einer wissrigen Salzlosung mit einer Salz-Konzentration groler 1M zur
Isolierung hochreiner zelluldrer Total-RNA, die frei von genomischer DNA ist, aus einem
Gemisch von zelluldrer Total-RNA und genomischer DNA oder aus diese Stoffe

enthaltenden Quellen durch Bindung der genomischen DNA an einen festen Tréger.
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