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(57)  Sammendrag

En fremgangsmaéte for langtidsoppbevaring av DNA-
molekyler samt en innretning for gjennomfering av

fremgangsmaten.

Det beskrives en fremgangsméten for langtids-
oppbevaring av DNA-molekyler der DNA efter
ekstrahering og rensing pé en hvilken som helst egnet
teknisk méate av konvensjonell eller ikke-konvensjonell

type underkastes en innkapsling 1 en tett, ikke-
oksyderbar, metallisk kapsel (1) idet DNA-molekylet

pé forhand er avfuktet.

Oppfinnelsen finner anvendelse ved oppbevaring av

DNA.
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Foreliggende oppfinnelse vedrerer en fremgangsmate for langtidsbevaring av DNA-
molekyler, s®rlig DNA molekyler av human opprinnelse, samt konserveringsinnretning
egnet for det samme formal.

Selv om DNA-molekylet er relativt stabilt, har arkeogenetiske studier vist at de kan
bevares i millioner av &r under gunstige betingelser men de kan imidlertid ogsa brytes
ned i fraveer av konservering i en slik omgivelse.

Blant de rsaker som kan forarsake endring av DNA kan man anfere innvirkning av
ioniserende stréling som y- eller rentgenstraling, innvirkning av ultrafiolett striling eller
enzymatisk eller kjemisk oksidasjon og hydrolyse.

US5565318 tilveiebringer en metode for langtidslagring av biologisk materiale,
deriblant DNA. Metoden omfatter trinnet med & blande en vandig lesning av materialet
med en kopolymer. Blandingen blir s& fordelt som dréper pa et inert medium. Drépen
blir s& tarket under egnede forhold, slik som under en strgm av nitrogen.

Foreliggende oppfinnelse tar sikte pa & tilveiebringe en oppbevaringsteknikk for DNA i
en omgivelse som bevarer de ovenfor beskrevne virkningseffekter.

Et forste aspekt ved foreliggende oppfinnelse vedrerer en fremgangsmaéte for
langtidsbevaring av DNA-molekyler kjennetegnet ved at den omfatter, efter
ekstrahering og rensing av DNA ved enhver egnet teknikk av konvensjonell eller ikke-
konvensjonell type, 4 gjennomfere en innkapsling, i en atmosfeere bestidende av en eller
flere inerte gasser hvor fuktighetsgraden er < 1 ppm vann, av DNA-molekylet, som pd
forh&nd er avfuktet, i en tett, ikke-oksyderbar metallkapsel.

I en utferelsesform ifolge foreliggende oppfinnelse blir det angjeldende DNA, for den
fysiske innkapsling, underkastet en kjemisk innkapsling ved omhylling i en egnet
(ko)polymer.

Videre er det foretrukket at den kjemiske innkapsling gjennomferes ved hjelp av et
hybrid bestiende av nevnte (ko)polymer, organiske molekyler og/eller uorganiske
salter, for forsterket beskyttelse av DNA mot ultrafiolette eller ioniserende striler.
Nevnte hybrid bestér foretrukket av en (ko)polymer og tungmetallioner.
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L en ytterligere utfarelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse blir (ko)polymeren og de
eventuelle organiske eller uorganiske additiver opplest i et opplesningsmiddel, som
derefter fordampes inntil det oppnés en viskes gel, hvorefter en p& forhdnd bestemt
mengde DNA i suspensjon i en alkoholisk opplesning anbringes i gelen og det hele
terkes ved en egnet temperatur inntil det oppnas en fast blokk inneholdende DNA.

Det er foretrukket at den kjemiske innkapsling folges av en innkapsling i en tett, ikke-
oksyderbar, metallisk kapsel (1) under en atmosfazre bestiende av en eller flere inerte
gasser.

En utferelsesform ifalge foreliggende oppfinnelse er kjennetegnet ved at kapselen
anbringes i en tett beholder som er motstandsdyktig mot stet og knusing.

En ytterligere utfarelsesform er kjennetegnet ved at DNA for innkapsling i
metallkapselen (1) anbringes pé en glassplate. Glassplaten 3 kan som eksempel ha en
diameter p4 7 mm og en hayde pa 1,2 mm idet platen 3 er innelukket pé tett mate i
kapselen 1.

Det angjeldende DNA henger ved glassplaten 3 som som eksempel kan ha en diameter
pa 7 mm og en hayde pa 1,2 mm idet platen 3 er innelukket pa tett méte i kapselen 1.

Et andre aspekt ved oppfinnelsen vedrarer en konserveringsinnretning for
langtidsbevaring av DNA-molekyler som er ekstrahert og renset ved enhver egnet
teknikk, konvensjonell eller p4 annen méte, egnet for innkapsling av det tidligere
avfuktede DNA molekyl eller egnet for innkapsling av DNA som tidligere har veert
utsatt for kjemisk innkapsling ved omhylling i en egnet (ko)polymer, i en atmosfere
bestdende av en eller flere inerte gasser hvor fuktighetsgraden er < 1 ppm vann,
kjennetegnet ved at den bestér av en kapsel av formbart metall eller metallisk legering
og som oppviser oksidasjonsstabile og ikke-kontaminerende egenskaper ovenfor DNA,
lukket pd tett mate ved hjelp av et lokk pé en hvilken som helst egnet méte og seerlig
forsegling.

I en mulig utforelsesform ifelge det andre aspekt ved oppfinnelsen er innretningen
innelukket i en beholder i et materiale valgt blant gruppen keramikk, kompositter,
metaller og polymerer.
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En utferelsesform ifolge det andre aspekt ved oppfinnelsen er kjennetegnet ved at
innretningen , i det indre av metallkapselen, omfatter en glassplate pé hvilken det
angjeldende DNA er lagt.

Det er foretrukket at platen bestér av et natrium-kalsium glass.

Det sdledes innkapslede DNA kan teoretisk oppbevares i flere titalls tusen &r,
avskjermet mot ioniserende straling, ultrafiolett striling, kjemiske angrep eller
mekaniske belastninger.

Ved hver provetaking blir kapselen apnet, den gnskede mengde DNA hentet ut og
resten efterlates i kapselen idet tetthetsbetingelsene rekonstitueres. Det uthentede DNA
blir s rehydratisert for analyse.

En slik kondisjonering bidrar til 4 sikre en langvarig preservering av det genetiske
arvestoff som befinner seg beskyttet serlig mot oksidasjon og ioniserende og ultrafiolett
strdling samt andre kjemiske eller mekaniske pavirkninger.

Andre karakteristika og fordeler vil fremga av beskrivelsen nedenfor av utferelses-
former av oppfinnelsens fremgangsmate, en beskrivelse som kun er gitt som eksempel
og under henvisning til de vedlagte figurer som viser en konstruksjon i henhold til
oppfinnelsen.

Fer anvendelse av oppfinnelsen blir DNA ekstrahert og renset.

Dette kan gjeres pa en hvilken som helst konvensjonell eller annen metode. Det
angjeldende DNA kan ekstraheres fra hvilke som helst organismeceller.

Som eksempel blir DNA ekstrahert fra blod eller harposer, celler fra spytt, slimhinner
eller hudceller. Man gjennomferer sa en renseprosess i flere trinn, nemlig: disagregering
av cellene, eliminering av proteiner ved enzymatisk fordeyning, isolering/ekstrahering
av DNA, forsterkning ved polymerisering hvis n@dvendig og konservering mot
endringsfaktorer.

Det séledes preparerte DNA foreligger i form av et precipitat i alkohol.
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Protokollen ovenfor er velkjent og kan erstattes av en hvilken som helst annen
eksisterende eller ny fremgangsmaéte.

Det angjeldende DNA blir sd ifelge oppfinnelsen bragt i en rustfti eller ikke-oksyderbar
samt tett metallkapsel. En slik fysisk innkapsling gjennomferes i en atmosfare
bestdende av en eller flere inerte gasser, for eksempel edelgassene, og som oppviser en
meget lav fuktighetsgrad (< 1 ppm vann) idet atmosfeeren befinner seg ved atmosfeerisk
trykk.

Dette gjennomferes for eksempel ved hjelp av et konvensjonelt terkeskap.

Kapselen som generelt vist med 1 i figur 1 i den vedlagte figur er for eksempel en
gullkapsel dannet av en liten sirkulaer cuvette lukket av et lokk som presser mot
periferien av cuvetten.

Diameteren for gullkapselen er for eksempel i sterrelsesorden 5 mm og tykkelsen 2 til 3
mm,

Den faste tetthet mellom cuvetten og lokket kan oppnds pd en hvilken som helst egnet
mate.

Gull er foretrukket pa grunn av metallets formbarhet og oksidasjonsstabilitet og pa
grunn av de ikke-kontaminerende egenskaper vis-a-vis DNA. Som en variant kan en
legering pd basis av gull eller platina benyttes.

Atmosfaren under innkapsling er terket for 4 unngé hydrolyse og oksidasjon av DNA
efter innkapsling.

Mengden DNA som anbringes i kapselen, for eksempel et 30-talls mikrogram, er
tilstrekkelig for & sikre et antall vesentlige distinkte uthentinger av DNA fra kapselen
under oppbevaringen.

En slik kondisjonering kan vere tilstrekkelig til 4 sikre langtidsoppbevaring av genetisk
arvestoff i titalls for ikke & si hundretalls tusen &r forutsatt at kapselen forblir hel.

Denne beskyttende kondisjonering av DNA er spesiell vis-a-vis:
- kjemiske eller enzymatiske hydrolysereaksjoner;
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- kutting indusert av ultrafiolett striling eller enhver annen ioniserende straling
som y- eller rontgenstréler;
- oksidasjon p& grunn av luftoksygenet.

Fortrinnsvis og for & forbedre preserveringen av det angjeldende DNA er kapselen 1, for
eksempel en gullkapsel, i seg selv innelukket i en tett beholder 2 av et materiale som
oppviser gode mekaniske egenskaper, for derved pé god méte & beskytte kapselen 1 vis-
a-vis mekanisk pvirkninger og serlig vibrasjoner, stet eller oppskraping, eller enhver
annen ytre pavirkning, for eksempel en temperaturgkning eller rent generelt for &
beskytte kapselen mot omgivelsene uansett om disse er normale eller unormale.

Beholderen 2 kan veere en liten boks i 2 deler 2a, 2b, forseglet eller festet til hverandre
pé en hvilken som helst annen méte for 4 sikre tetthet og integritet for enheten.

Beholderen 2 kan for eksempel vare av et egnet materiale som keramer, kompositter,
metaller eller polymerer.

Det omhyggelige preparerte DNA, for anbringelse i kapselen 1, kan bli underkastet en
sikalt kjemisk innkapsling. For dette formal blir dette DNA omhyllet i en polymer eller
kopolymer som er inert vis-3-vis DNA, for 4 forsterke beskyttelsen med henblikk pa
endringsfaktorer idet DNA-molekylene oppbevares i porene i (ko) polymeren.

Omhyllingsmaterialet velges slik at det til slutt kan oppleses for & muliggjere uthenting
av DNA-molekylene.

Enhver (ko)polymer kan benyttes bortsett fra de som risikerer & reagere med DNA-
molekylet, de som vanskeliggjer den endelige gjenopplesning av det angjeldende DNA
og de som for en slik gjenopplesning nedvendiggjer et surt opplesningsmiddel, det vil
si med en pH-verdi < rundt 4.

Man kan gjennomfere en slik kjemisk innkapsling ved & anbringe det riktig preparerte
DNA-materialet, for eksempel en DNA-klump oppnadd ved presipitering, i en akryl-
eller polyakrylsyreopplesning i metylalkohol. For eksempel bringer man 1 g akryl- eller
polyakrylsyre i opplesning i 50 cm?® metylalkohol. Alkoholen fordampes langsomt inntil
man oppndr en viskes del. En mengde pa rundt 1 mm?® DNA i suspensjon i en alkoholisk
opplesning anbringes i gelen.
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Det hele terkes ved 50°C for & oppna en fast blokk inneholdende DNA og denne
anbringes derefter i kapselen 1 i henhold til den ovenfor forklarte fremgangsmate idet
forskjellen er at det ikke lenger er nadvendig & arbeide i et terkeskap men den naytrale
atmosfere opprettholdes.

Til slutt og pa et hvilket som helst tidspunkt kan DNA, efter pning av omhyllingene 1
og 2, hentes ut igjen ved nedsenking i 1 time i etylalkohol. Man oppnér pa ny en
molekylmengde identisk med den som ble oppnadd ved renseprosessen.

I'henhold til et annet eksempel anvender man en annen (ko)polymer og fremstiller en
opplesning av 1 g metylmetakrylat eller —polymetakrylat i 50 cm?® diklormetan.
Opplesningsmidlet fordampes inntil det oppnés en viskes gel. Mengden DNA er rundt 1
mm? i suspensjon i en alkoholisk opplesning og anbringes i gelen. Det hele terkes ved
50°C inntil det oppnds en fast blokk inncholdende DNA og denne anbringes derefter i
kapselen 1 under de samme beﬁngelser som beskrevet ovenfor.

Til slutt og pa et hvilket som helst tidspunkt blir, efter &pning av omhyllingene 1 og 2,
det opprinnelige DNA regenerert ved opplesning av (ko)polymeren i diklormetan.

I henhold til en variant av disse kjemiske innkapslinger blir (ko)polymeren assosiert til
molekyler av organiske og/eller uorganiske salter for bedre beskyttelse vis-a-vis ultra-
fiolett stréling og ioniserende striling. Man kan serlig til (ko)polymeren tilsette tung-
metallioner si sant det ikke er noen risiko for & skade det angjeldende DNA.

I henhold til et eksempel oppleses 1 g akrylamid eller polyakrylamid i 25 cm?® destillert
vann. Til opplesningen settes 50 mg kobberacetat og 50 mg sinkacetat. Vannet
fordampes langsomt for & oppna en viskas gel. En mengde DNA pé rundt 1 mm? i
suspensjon i en alkoholisk opplesning anbringes 1 denne gel. Det hele tarkes ved 50°C
under oppnéelse av en fast blokk inneholdende DNA og dette blir s& bragt pé plass i
kapselen 1 under de samme betingelser som beskrevet ovenfor.

Man skal merke seg at den kjemiske innkapsling ved hjelp av en (ko)polymer oppviser
fordelen av 4 realisere en polymerisering av individuelle kuler, noe som gjor den senere
uthenting av DNA mere praktisk fordi det er tilstrekkelig & trekke ut én kule fra
kapselen uten 4 berarer de andre.

Som brukbar polymer ifgige oppfinnelsen kan nevnes agarose.
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1.

Fremgangsmate for langtidsbevaring av DNA-molekyler, k a r a k -
terisert v e d atdenomfatter, efter ekstrahering og rensing av DNA
ved enhver egnet teknikk av konvensjonell eller ikke-konvensjonell type, 4 gjennomfore
en innkapsling, i en atmosfeere bestdende av en eller flere inerte gasser hvor
fuktighetsgraden er < 1 ppm vann, av DNA-molekylet, som pa forhdnd er avfuktet, i en
tett, ikke-oksyderbar metallkapsel (1).

2.

Fremgangsmite ifolgekravl, k ara k terisert v ed atdet
angjeldende DNA, for den fysiske innkapsling, underkastes en kjemisk innkapsling ved
omhylling i en egnet (ko)polymer.

3.

Fremgangsméte ifolgekrav2, k ar a k terisert ved at
den kjemiske innkapsling gjennomferes ved hjelp av et hybrid bestdende av nevnte
(ko)polymer, organiske molekyler og/eller uorganiske salter, for forsterket beskyttelse
av DNA mot ultrafiolette eller ioniserende stréler.

4.
Fremgangsmate ifslgekrav3, k ara k terisert ved at
hybridet bestir av en (ko)polymer og tungmetallioner.

5.

Fremgangsmate ifolge et hvilket som helst av kravene2-4, k a r a k -
terisert v e d at(ko)polymerenogde eventuelle organiske eller
uorganiske additiver oppleses i et opplesningsmiddel, som derefter fordampes inntil det
oppnds en viskas gel, hvorefter en pa forhdnd bestemt mengde DNA i suspensjon i en
alkoholisk opplesning anbringes i gelen og det hele terkes ved en egnet temperatur
inntil det oppnés en fast blokk inneholdende DNA.

6.

Fremgangsméte ifolgekrav5, k ar a k t eri s ert v ed at
den kjemiske innkapsling falges av en innkapsling i en tett, ikke-oksyderbar, metallisk
kapsel (1) under en atmosfeere bestiende av en eller flere inerte gasser.
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Fremgangsmate ifelge et hvilket som helst av kravene 1-6, k a r a k -
terisert v e d atkapselen(l)anbringesi en tett beholder (2) som er
motstandsdyktig mot stet og knusing.

8.

Fremgangsmaéte ifolge et hvilket som helst av kravene 1-7, k a r a k -
terisert v e d atDNA forinnkapsling i metallkapselen (1)
anbringes pd en glassplate.

9.

Konserveringsinnretning for langtidsbevaring av DNA-molekyler som er ekstrahert og
renset ved enhver egnet teknikk, konvensjonell eller pa annen maéte, egnet for
innkapsling av det tidligere avfuktede DNA molekyl eller egnet for innkapsling av
DNA som tidligere har veert utsatt for kjemisk innkapsling ved omhylling i en egnet
(ko)polymer, i en atmosfeere bestdende av en eller flere inerte gasser hvor
fuktighetsgradener<lppmvann, k ara kterisert ved
at den bestér av en kapsel av formbart metall eller metallisk legering og som oppviser
oksidasjonsstabile og ikke-kontaminerende egenskaper ovenfor DNA, lukket p4 tett
maéte ved hjelp av et lokk pa en hvilken som helst egnet méte og sarlig forsegling.

10.

Innretning ifelge krav 9, mere spesielt ment for fremgangsméten ifolge krav 8,
karakterisert v e d atdenerinnelukketienbeholder(2)i
et materiale valgt blant gruppen keramikk, kompositter, metaller og polymerer.

11,

Innretning ifglge krav 9 eller 10, mere spesielt ment for anvendelse ved fremgangs-
méten ifelgekrav9, k a r a k t eri s ert v e d atden,idet
indre av metallkapselen (1), omfatter en glassplate (3) pa hvilken det angjeldende DNA
er lagt.

12.
Innretning ifelgekravll, k ar a k t erisert v e d atplaten
(3) bestar av et natrium-Kalsium glass.
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