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Verfahren zur Isolierung von DNA

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung von ein-
zelstrdngiger DNA aus einem Probenmaterial, bei dem man das
DNA-haltige Probenmaterial mit einem stark alkalischen Medium
behandelt bzw. aufschlieft, die DNA in diesem Medium an einen
speziellen, stark basischen Anionenaustauscher bindet und
diese nach Entfernen von anderen gebundenen Probenbestandtei-

len, gegebenenfalls nach der Grofe fraktioniert, eluiert.

Fiir die Isolierung von DNA, beispielsweise aus Nahrungs-
mitteln zur Herkunftsbestimmung der Komponenten, stehen etli-
che Verfahren zur Verfligung. Welches =zur Anwendung kommt,
hangt meist von der Art der Probe ab. Ziel ist stets, geni-
gend DNA in ausreichender Qualitat zu isolieren, um eine
Amplifikation spezifischer Gen-Abschnitte mittels der PCR-
Technik zu ermoglichen. Trotz aller zur Verfligung stehenden
Verfahren ist dieses Ziel bei etlichen Proben nicht oder nur

schwer zu erreichen.

Uberraschenderweise wurde festgestellt, daB spezielle, stark
basische Anionenaustauscher aus einem stark alkalischen Medi-
um einzelstrdngige DNA selbst beli erhohter Ionenstdrke (z.B.
0.5 M Kochsalz) binden koénnen und bei der Elution mit hoheren
Salzkonzentrationen die GroéBenselektivitdt der DNA-Bindung
beibehalten, die man von Anionenaustauschern beim Arbeiten in

neutralen Medien fiir doppelstrdngige DNA kennt.
Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Isolierung

(und gegebenenfalls GroBenfraktionierung) von einzelstrangi-

ger DNA aus einem Probenmaterial, bei dem man

BESTATIGUNGSKOPIE
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a) das DNA-haltige Probenmaterial mit einem alkalischen Me-
dium bei pH > 12, gegebenenfalls nach Vorbehandlung mit einem
oder 1in Gegenwart eines geeigneten grenzfldchenaktiven

und/oder chaotropen Mittel, behandelt,

b) in diesem Medium mit einem speziellen, stark basischen
Anionenaustauscher in Kontakt bringt, welcher als bindende
Gruppen quartdre Alkylammonium-Reste (die im folgenden auch
als Tetraalkylammonium- bzw. Trialkylammoniumalkyl-Reste be-
zeichnet werden) enthdlt, die in unvernetzten hydrophilen Li-
near-Polymeren eingebaut sind, die ihrerseits auf der Ober-

flache inerter Tragerteilchen kovalent fixiert sind, und

c) die an den Anionenaustauscher gebundene DNA im alkali-

schen Medium von diesem eluiert.

Die wesentliche Vorausetzung fir das Verfahren ist die iber-
raschende Tatsache, daB die Phosphatgruppen in der DNA eine
mindestens 9 GroéBenordnungen hohere Affinitat zu den quart-
dren Tetraalkylammoniumgruppen des Austauschers zeigen, als
Chlorid- und Hydroxylionen. Moglicherweise rihrt dieser Ef-
fekt z.T. daher, daB die basischen Gruppen des zur Anwendung
kommenden speziellen Austauschers in einer linearen Anordnung
auf aufgepfropften Linear-Polymeren vorliegen, die sich zu
den Phosphatgruppen der DNA in passenden Abstdnden anordnen
koénnen. Damit ware die hohe Affinitdt der basische Gruppen
des Austauschers fiir die DNA-Phosphatreste wenigstens z.T.

kooperativen Ursprungs.

Durch die Anwendung des erfindungsgemdfen Verfahrens 1lafBt

sich bei der Probenaufbereitung bzw. —vorbereitung die norma-
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lerweise vor der eigentlichen DNA-Isolierung erforderliche
Abtrennung von Stérkomponenten wie Proteine, Fette und RNA
weitgehend vermeiden. Insbesondere entfdllt die Abscheidung
denaturierter Proteine und dhnlicher Stoffe durch Aus-
schiitteln mit agressiven oder gesundheitschddlichen organi-
schen Losungsmitteln wie Phenol oder Chlorofom, die meist er-

hebliche Verluste an DNA verursachen.

Die fast immer im UberschuB zur DNA vorliegende RNA wird un-
ter den alkalischen Bedingungen v6llig abgebaut, was den

sonst iliblichen RNAse-Abbau iiberflissig macht.

Insbesondere wird die DNA, die Jje nach thermischer Vor-
geschichte des Untersuchungsmaterials meist in denaturierter
Form vorliegt, durch die Alkalibehandlung bzw. den Alkaliauf-
schluB in eine gut losliche Form Uberfihrt. Dies ist insofern
wichtig, als einzelstrédngige DNA in neutralen Medien schon
bei Ionenstdrken um 0.1 unléslich ist und eine hohe Tendenz

zur unspezifischen Adsorption an Oberfldchen aller Art zeigt.

Ein weiterer Vorteil des Verfahrens ist die im alkalischen
Medium erfolgende Entladung der basischen Gruppen der Histo-
ne, was eine erhebliche Erleichterung der DNA-Extraktion dar-
stellt, da die freigesetzten Histon-Proteine bei der nachfol-
genden Bindung der DNA an den Anionenaustauscher bei pH > 12,
wenn {iberhaupt, dann nur sehr schwach gebunden werden und

sich somit leicht entfernen lassen.

Weitere vorteilhafte und/oder bevorzugte Ausfihrungsformen

der Erfindung sind Gegenstand der Unteranspriiche.
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Nach einer Ausfihrungsform der Erfindung enthdlt das alkali-
sche Medium fur die Behandlung bzw. den Aufschlufl des DNA-
haltigen Probenmaterials Alkalihydroxid wie z.B. NaOH oder

KOH in Konzentrationen im Bereich von 0.1 M bis 1 M.

Nach einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung wird zur
Elution der DNA von dem erfindungsgemdB verwendeten Anionen-
austauscher als Trennmaterial ein Salz wie beispielsweise
NaCl oder KCl in einer Konzentration im Bereich von 0.6 bis
1,2 M, vorzugsweise im Bereich 0.7 bis 0.9 M, oder ein Salz-

gradient im Bereich von 0.6 bis 1.2 M verwendet.

Das erfindungsgemdBfe Verfahren ist besonders zur Isolierung
und gegebenenfalls zur GroRenfraktionierung von DNA aus Nahr-
oder Nahrungsmitteln pflanzlichen oder tierischen Ursprungs
wie Kartoffeln, Tomatenmark, Orangensaft-Konzentrat, Leci-
thin, Schokolade, Nougat-Creme, Mais- oder Sojamehl, Fleisch-
und Wurstprodukten aller Art geeignet. Dariiber hinaus ist das
Verfahren besonders zur raschen Isolierung von DNA aus Bakte-

rien und anderen Mikroorganismen wie E. coli geeignet.

Im folgenden wird die Erfindung ohne Beschrdnkung anhand von

Ausfiihrungsbeispielen detaillierter beschrieben.

Das fiir die Behandlung bzw. den Aufschlul des DNA-haltigen
Probenmaterials verwendete alkalische Medium unterliegt hin-
sichtlich des Basentyps keiner besonderen Einschrédnkung. Die
Basizitdt muf lediglich hoch genug sein, um einen pH-Wert u-
ber 12 zu gewdhrleisten. Somit kénnten auch Erdalkalihydroxi-
de Anwendung finden, soweit sie nicht schwer- oder unlésliche

Salze mit Nucleinsduren oder anderen Probenkomponenten bil-
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den, die zu Stdrungen des Analysenablaufes oder sogar zum
Verlust der DNA fiihren kénnten. Von den organischen Basen kd-
men hinsichtlich der Basizitdt nur quartdre Ammonium-Basen
anstelle von Alkalihydroxiden in Betracht; die hohe Affinitat
der Tetraalkylammonium-Kationen zu den Phosphatresten, die
man bei der Bindung der DNA an den Anionenaustauscher aus-
nutzt, wirde aber zu den Austauschergruppen in Konkurrenz
treten und damit die Bindung an den Austauscher beeintrachti-
gen. NaOH oder KOH werden einmal aus diesem Grunde, zum ande-
ren wegen ihrer Verfigbarkeit in jedem Labor und ihres gerin-
gen Preises bevorzugt. Der Konzentrationsbereich, in dem das
Alkali zur Anwendung kommt, wird nach unten hin durch den
Mindest-pH-Wert bestimmt, der erforderlich ist, um alle orga-
nischen Basen (auBer den quartdren Ammonium-Basen) zu entla-
den bzw. das Probenmaterial gut aufzuschliefen. Nach oben hin
ist die Alkali-Konzentration insofern begrenzt, als eine De-
saminierung der Nucleobasen in der DNA vermieden werden soll-
te. Der oben angegebene Konzentrationsbereich von 0.1 bis 1.0
M hat sich bewahrt, konnte aber auch je nach Probematerial

unter- oder iberschritten werden.

Es ist klar, daB festes und/oder grobes Probenmaterial vor
der alkalischen Behandlung bzw. vor dem alkalischen Aufschlub
auf geeignete Weise zerkleinert werden kann, beispielsweise
durch Zerdriicken, Zerhacken oder Zermahlen, und dal gegebe-
nenfalls in dem alkalischen Behandlungsmedium unl&sliche
Rﬁcksténde' entfernt werden konnen, beispielsweise durch
zentrifugation oder Filtration. Ferner kann es zweckmafig
sein, beispielsweise bei stark fetthaltigen Proben, Entfet-
tungsschritte (z.B. durch Behandlung mit Losungsmitteln) oder

bei Uberwiegend aus z.B. Stidrke bestehenden Proben, enzymati-
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sche Abbaureaktionen, z.B. mit Amylase, durchzufithren, um die
weitere Probenhandhabung zu erleichtern. Storende Begleitpro-
teine kénnen z.B. durch Behandlung mit Proteasen entfernt
werden. Verfahren zur Entfettung bzw. zum enzymatischen Abbau
von Polysacchariden wie Starke oder Proteinen sind im Stand
der Technik in groBer Zahl bekannt und werden vom Fachmann
nach MaBgabe der praktischen Gegebenheiten ausgewdhlt und an-
gewendet. Diese Vorbehandlungen miissen nicht bei pH > 12

durchgefihrt werden.

Ferner kann eine Vorbehandlung mit einem oder mehreren geeig-
neten grenzfldchenaktiven und/oder chaotropen Mittel erfol-
gen, wenn das alkalische Medium alleine nicht zum oder zum
vollstdndigen AufschluBl der Probe, d.h. zur quantitativen
Freisetzung und Erfassung der gesamten vorhandenen DNA, aus-
reicht. Dariiber hinaus kann auch in dem alkalischen Medium
zur Behandlung ein (oder mehrere) geeignetes grenzfldchenak-
tives und/oder chaotropes Mittel enthalten sein. Falls mehre-
re grenzfliachenaktive und/oder chaotrope Mittel verwendet
werden, konnen diese gleich oder verschieden sein. Diese Vor-

behandlungen miissen nicht bei pH > 12 durchgefiihrt werden.

Die erfindungsgemiBe Behandlung mit dem alkalischem Medium
bei pH > 12 kann somit gleichzeitig mit einem (alkalischen)
AufschluB der Probe verbunden sein oder umfaRt, nach MaRgabe
der praktischen Gegebenheiten, auch entsprechende Probenvor-
behandlungen zum oder zur Unterstiitzung des AufschluBles, bei-

spielsweise die oben erwdhnten.

Als Trennmaterial wird in dem erfindungsgem&fen Verfahren ein

spezieller, stark basischer Anionenaustauscher verwendet.
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Dieser Anionenaustauscher besteht aus pordsen oder unpordsen,
durch Hydroxylfunktionen inertisierte Partikeln, auf deren
Oberfldache hydrophile Linear-Polymere aufgepfropft sind. 1In
diese Polymere sind quartdre Alkylammoniumgruppen (die auch
als Tetraalkylammoniumgruppen bzw. Trialkylammoniumalkylgrup-
pen bezeichnet werden) wie Trimethylammoniumalkyl(z.B. eth-
vl)gruppen tiber den Alkylrest in regelmdfigen oder unregelmé-
Rigen Abstanden eingebaut. Trennmaterialien dieses Typs sowie
ihre Herstellung werden detailliert in der europdischen Pa-
tentschrift 0 337 144 Bl (Merck Patentgesellschaft mbH) be-
schrieben, auf die hier ausdricklich Bezug genommen wird,
bzw. sind auch unter dem Handelsnamen Fractogel EMD TMAE
(TMAE steht fiir Tetramethylammoniumethyl) (Normal- oder Hi-
cap-Typ) bel der Firma Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland er-
hdaltlich.

Als funktionelle Gruppen der aufgepfropften 'Polymerketten,
den sog. »Tentakeln«, kommen nur quartdre Ammonium-gruppie-
rungen in Betracht, da andere basische Gruppen bei dem pH der
Anwendung entladen werden und damit keine elektrostatische
Wechselwirkung mit der DNA mehr eingehen kénnen. Die Liganden
am Stickstoffatom der quartdren Ammoniumgruppen sollen aus
Ci;- oder C,—Einheiten bestehen, um tiberlagernde hydrophobe
Effekte zu vermeiden. Diese wiirden die Spezifitdt der DNA-
Bindung drastisch senken. Aufgrund der Beweglichkeit der
»Tentakel« konnen die polyanionischen DNA-Molekiile entspre-
chende polykationische Bindungsstellen im optimalen Abstand
zur festen Matrix der Tragerteilchen finden, wodurch eine un-
spezifische Adsorption der DNA an der Oberfldche der Trdger-

teilchen vermieden wird.
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Vorzugsweise befindet sich das Trennmaterial in einer Chroma-
tographie-Sdule, durch welche die DNA-haltige alkalische Lo-
sung des Probenaufschlusses meist bei geringem Uberdruck
durchgeleitet wird. Durch diese Arbeitsweise wird die

vollstandige Erfassung der DNA am besten gewdhrleistet.

Zur Bindung der DNA kann das Trennmaterial aber auch in die
alkalische Probeldsung eingebracht werden und die Bindung
durch Rihren oder durch Schiitteln bewerkstelligt werden.
Solch ein Adsorptionsprozel dauert allenfalls etwas langer

als die DNA-Bindung in der S&dule.

In beiden F&dllen koénnte die Bindung der DNA an den Austau-
scher photometrisch verfolgt werden; meist scheitert dies je-
doch einmal an den geringen Mengen der vorliegenden DNA, zum
anderen an der UV-Absorption der Nebenbestandteile, die meist
in erheblichem Uberschuf in der Alkalibehandlungslosung vor-

liegen.

Es ist zweckmdBig, Fette und Polysaccharide vor der Alkalibe-
handlung aus der Probe zu entfernen, da sie wasserunlosliche
Schichten bzw. Gele bilden, die das Trennmaterial in der S&du-
le leicht verstopfen. Eine n-Hexan-Extraktion bzw. eine kurze
Inkubation mit Amylasen oder andern geeigneten abbauenden En-
zymen empfiehlt sich in solchen Fdllen. Uberschiissige Protei-
ne stdren weniger, da sie meist in Alkali gut 1lé6slich sind
und bei weitem schwacher als die DNA vom Trennmaterial gebun-
den werden. Bei sehr hohen Mengen Begleitprotein bewdhrt sich
eine kurze Vorinkubation der Probe mit Proteinase K in Anwe-
senheit von Natrium-Lauroylsarkosinat (SLS). Hinsichtlich

niedermolekularer Stoffe stdren nur grofe Mengen Di-oder Tri-
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carbonsduren, Phosphate und Guanidin-isothiocyanat. Alle las-
sen sich am einfachsten durch eine vorgeschaltete Gelfiltra-

tion aus der Alkalibehandlungslosung entfernen. Als Medien
fiir diesen Schritt haben sich Sephadex® G25 (Pharmacia, Upp-

sala, Schweden) insbesondere aber das Fractogel EMD Bio-SEC

(Merck, Darmstadt, Deutschland) bewdhrt.

Zur Elution der an das erfindungsgemdl verwendete Trennmate-
rial gebundenen DNA kann eine LOsung eines Salzes wie bei-
spielsweise NaCl oder KCl verwendet werden. Hinsichtlich des
verwendeten Salzes gibt es keine besonderen Beschrédnkungen,
solange sich die zur Elution erforderliche Ionenstdrke und
ein pH-Wert > 12 einstellen lassen. Geeignete Salztypen und
Konzentrationsbereiche lassen sich durch einfache Routine-
versuche ermitteln. NaCl oder KCl werden jedoch bevorzugt,
weil sie billig sind, in praktisch jedem Labor zur Verfiligung
stehen und sich allgemein =zur Elution von Austauscherma-

terialien bewdhrt haben.

AuBerdem gestattet die Elution mit einem Salzgradienten auf
einfache Weise eine Fraktionierung der gebundenen DNA nach
der GroBe. Beispielsweise lassen sich synthetische Oligonuc-
leotide oder Restriktionsfragmente bis 50 Nucleotide Grofie
bei einer Aufldésung von * 2 Nucleotiden trennen, bis ca. 150
Nucleotide lassen sich Trennungen mit allerdings kontinuier-
licher Abnahme der Aufldsung durchfithren. Bei ldngeren DNA-
Stiicken wird die GroBentrennung von einer Selektionierung
nach der Basenzusammensetzung iberlagert, wobei G- und T-
reiche Strdnge spater als A- und C-reiche eluiert werden.
Diese Selektivitdt konnte erfolgreich zur Separation der kom-

plementdren Strdnge eines Restriktionsfragmentes von 125 Ba-
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senpaaren im prédparativen MaBstab bei < 0.5% Uberlappung he-

rangezogen werden.

Ein stufenweise ansteigendes Konzentrationsprofil wird er-
zeugt, indem nacheinander, d.h. chargenweise, Salzl®sungen
ansteigender Konzéntration durch die Sdule gefihrt werden,
und ein kontinuierliches Konzentrationsprofil, vorzugsweise
mit linearem Verlauf, unter Verwendung eines im Stand der
Technik bekannten bzw. auch im Handel erh&dltlichen Gradien-
tenmischers. Je nach Trennproblem kommen auch Mischprofile in
Frage, d.h. mit teilweise stufenférmigem und teilweise konti-
nuierlichem Konzentrationsverlauf. Es ist klar, daf im Falle
eines kontinuierlichen Konzentrationsverlaufes dieser nicht
linear sein muB, sondern je nach Trennproblem beispielsweise
auch exponentiell ansteigend oder im oberen Konzentrationsbe-

reich abflachend verlaufen kann.

Wenn in dem erfindungsgemdfen Verfahren ein Stufengradient
angewendet wird, geht man im allgemeinen von einer NaCl-
Konzentration von 0.3 M im alkalischen Grundmedium (meist 0.3
M NaOH) aus, steigert dann die Konzentration auf 0.6 M NaCl
und danach in Schritten von je 0.1 M NaCl bis 1.2 M. Die Elu-
tionsschritte unterhalb 0.7 M und oberhalb 0.9 M dienen im
allgemeinen nur der Elution von Fremdprodukten und kleinen
Oligonucleotiden (< 20 Nucleotide), bzw. der Sdulenreinigung

oder Priifung auf vollstdndige Elution der DNA.

Die Siule wird mit 0.3 M NaCl in 0.3 M NaOH konditioniert.
Dies hat u.a. den Vorteil, daB ein groBer Teil der sauren
Probenbegleitstoffe ebenso wie die neutralen und basischen

garnicht erst an den Anionenaustauscher gebunden werden.



WO 02/077225 PCT/EP02/02971

11

Wie bereits oben ausgefithrt ist das erfindungsgemdfie Verfah-
ren zwar besonders zur Isolierung und GrofRenfraktionierung
von DNA aus Ndhr- oder Nahrungsmitteln pflanzlichen oder tie-
rischen Ursprungs geeignet, Jjedoch nicht darauf Dbeschrankt.
Grundsdtzlich kann es auf beliebiges biologisches Material

angewendet werden.
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Beispiele

Die folgenden Puffer wurden verwendet:

TE-Puffer: 10 mM Tris.HCl, 1 mM EDTA, eingestellt mit NaOH
auf pH 8.0

Gua—Puffer: 10 ml 1 M Tris.HC1l, pH 8.0; 8.8 ml 0.65 M ED-
TA, pH 8.0; 2.6 g Triton X100; 120 g Guanidin-Isothiocyanat;
103.2 ml Wasser

I. Ermittlung geeigneter AufschluBlmethoden und -medien

Im Zuge der Untersuchungen zeigte sich, daB bei weitem nicht
alle tierischen oder pflanzlichen Produkte durch Alkali al-
lein soweit aufgeschlossen werden kénnen, daB vorhandene DNA
weitgehend freigesetzt und erfaBlt wird. In diesem Fall kann
das alkalische Medium ein grenzflachenaktives und/oder cha-
otropes Mittel zur Solubilisierung enthalten. Auch kann eine
kurze Vorbehandlung der Probe mit diesen Mitteln und/oder ge-
eigneten Enzymen zum Abbau von Begleitpolysacchariden oder
-proteinen wie Amylasen oder Proteinase K und/oder eine L&-
sungsmittelextraktion zur Entfernung von Begleitlipiden beil
tieferen pH-Werten, d.h. vor der eigentlichen Alkalibehand-

lung, vorgenommen werden.

Beispielsweise erwies sich Lauroylsarcosinat (SLS) als ein
geeignetes grenzfldchenaktives Mittel bzw. Netzmittel, wel-
ches unter den tiblichen Arbeitsbedingungen nicht vom verwen-

deten Anionenaustauscher gebunden wird.
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zum anderen bewdhrte sich als chaotropes Mittel beispielswei-
se Guanidin-isothiocyanat (»Gua«) schon in 2.5 M Konzentrati-
on als ein hochwirksames Solubilisierungsmittel fiir die meis-
ten Proben biologischen Ursprungs. Leider zeigt das Isothio-
cyanat-Anion eine ungewtdhnlich hohe Affinitdt zu den quart-
dren Tetraalkylammoniumgruppen des Austauschers, was eine Ab-
trennung des Agens’ durch einen Gelfiltrationsschritt vor der
DNA-Bindung an den Austauscher erforderlich macht. Da dieser
Schritt ohnehin in den meisten Fdllen zur Entfernung nieder-
molekularer, potentiell storender Begleitstoffe durchgefihrt
wird, stellt somit die Affinit&dt des Agens zum Austauscher
keinen zusdtzliches Problem dar. Ahnlich wirksam wie Guani-
din-isothiocyanat erwies sich nur Formamid. Es schien beson-
ders attraktiv, weil es keinen Einflufl auf die Ionenstarke
des Aufschlufmediums ausiibt und beim Austauscherschritt voll-
stdndig entfernt wird. Leider stellte sich jedoch heraus, dab
die Polymerase-Kettenreaktion entweder gegenlber dem Agens
selbst oder einer begleitenden Verunreinigung so empfindlich
ist, daBR sich die Verwendung dieses Solubilisierungsmittels

ausschlof.

Mechanische Hilfsmittel zum Dispergieren der Proben sind sel-
ten erforderlich. Beim Aufschlufl von Fleisch- oder Wurstpro-
ben bewdhrte sich ein Ultraturrax®-Homogenisator der Fa. Haa-
ke, Berlin. Festes NaBgut wie z.B. Kartoffeln werden entweder
im Homogenisator mit rotierenden Messern zerkleinert oder mit
Seesand im Porzellanmdrser unter Kohlendioxid oder Stickstoff

zerrieben.
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II. Ermittlung der Mindestaffinitdt des Fracto-EMD-TMAE-

Austauschers fiir DNA

DNA aus Putenleber wurde in einer Konzentration von 500 ng/ml

in 0.3 M NaCl/0.3 M NaOH zundchst durch ein Bett aus ca. 5 x

1.3 cm Sephadex®-Gel (Pharmacia) oder BioSEC-Gel (Merck) im
gleichen Medium filtriert, um niedermolekulare Probenbestand-
teile zu entfernen, und sofort durch ein Bett aus ca. 5 x 5
mm TMAE-Trennmaterial (100 pl TMAE-Trennmaterial in einem
Microspin (Pharmacia)-Sdaulchen geleitet. Die TMAE-Schicht wur-
de mit 0.5 ml des gleichen Mediums gespiilt und die gebundene
bzw. sorbierte DNA mit 80 pl 1.5 M NaCl/0.3 M NaOH eluiert.
Das durch Zentrifugation gewonnene Eluat wurde durch Filtra-
tion iiber Sephacryl® S300 (Pharmacia) im Microspin-System in
TE-Puffer {iberfithrt und im Spektralphotometer (Mikrokiivette,
200 pl Losung) vermessen. Da 10 pg DNA in 20 ml aufgegeben
wurden, sollten bei vollstdndiger Bindung der DNA unter Be-
riicksichtigung der Denaturierung (Hyperchromie von 20%) ca.
1.2 OD.;¢0 gemessen werden. Gefunden wurden 1.183 ODzsg. Dieses
Ergebnis bedeutet, daB die aufgegebene DNA-Konzentration noch
deutlich oberhalb der Gleichgewichtskonzentration filir das

DNA-TMAE-Bindungsgleichgewicht lag.

In einem weiteren Versuch wurde daher die DNA-Konzentration
in der Aufgabeldsung auf 50 ng/ml gesenkt und der Test in der
beschriebenen Weise wiederholt. Mit dem Photometer sollten
0.120 OD-.;¢9 gemessen werden. Das Spektrum zeigte am Maximum
eine Absorption von 0.117, was bedeutet, daBR selbst diese
Konzentration von fast 107’ Mol/l (bezogen auf Mononucleotid
oder DNA-Phosphat) noch quantitativ sorbiert wurde. Die Dis-

soziationskonstante der Bindung muB somit deutlich unter 10°®
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mol/l liegen. Anschaulicher ausgedriickt bedeutet dies, daB 5
ng/ml DNA (10"® M) noch mindestens zu 90% unter den angegeben

Bedingungen an das TMAE-Trennmaterial gebunden werden.
III. DNA-Isolierung aus Leber und Wurst
1. AufschluB des Probenmaterials

0.5 g Probenmaterial wurden in Gua-Puffer (ohne Triton X100)
durch Schiitteln dispergiert und mit NaOH auf 0.3 M einge-
stellt. Zur Homogenisierung kann gegebenenfalls ein Ultratur-
rax®-Handgerdt eingesetzt werden. Das Homogenisat wurde 5
min im Wasserbad auf 95-100°C erhitzt und danach zentrifu-
giert (Hettich-Zentrifuge, Ausschwingrotor 1624, 4000 UpM, 10

min) .

2. Abtrennung von niedermolekularen Komponenten und Bestim-

mung der DNA-Bindung:

Der Uberstand (ca. 2 ml) wurde ohne weitere Behandlung uber
eine geeignete Gelfiltrationssdule (z.B. 4.5 x 1.3 cm, bevor-
zugte Fiillung: BioSEC-Gel, Merck) in 0.3 M NaCl/0.3 M NaOH
filtriert, an die eine weitere Sdule mit TMAE-Trennmaterial
(Merck) (100 pl in einer Microspin-Sdule) angeschlossen war.
An dieser TMAE-Siule werden die hochmolekularen Probenbe-

standteile »Online« gebunden bzw. sorbiert.

3. Elution bzw. Desorption der DNA, Entsalzung, spektralana-

lytische Untersuchung und Amplifikation durch PCR
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Nach Waschen des der TMAE-Sdule mit 0.3 M NaCl/0.3 M NaCH
wurde die gebundene DNA mit einem »Salzstof«, d.h. mit 80 pl
1.5 M NaCl/0.3 M NaOH desorbiert. Das Eluat lieB sich durch
Mikro-Gelfiltration im Microspin-System in TE-Puffer tberfuh-
ren. Von den erhaltenen Lo&sungen werden UV-Spektren in der
Mikrokiivette aufgenommen und nach weiteren Verdinnungen in

PCR-Experimenten eingesetzt.

4. Ergebnisse

Aus 0.5 g Rinderleber wurden 8.12 OD;ss isoliert, was einer
DNA-Menge von 0.6 mg entspricht. Auf dem Agarosegel zeigte
sich eine hohe Polydispersitdt dieser DNA mit iiberwiegend

kleineren Fragmenten (< 10° D).

Aus 0.4 g Brithwurst wurden 1.32 OD, entsprechend 61 ug DNA,

erhalten, in der grodBere Fragmente deutlich iiberwogen.

Nach Restriktionsabbau lieferte die Polymerase-Kettenreaktion

mit artspezifischen Primern groRe Mengen Amplifikat.

IV. Isolierung von DNA aus Tomatenmark, Orangensaft-Kon-

zentrat, Lecithin, Schokolade, Nougat-Creme und Maisstdrke.

Die Isolierung amplifizierbarer DNA aus diesen Materialien
gilt als problematisch, was entweder auf die geringen DNA-
Mengen in den Proben oder auf stdrende Inhaltstoffe dieser
Materialien zuriickzufithren ist. Letzteres trifft insbesondere
fiir Tomatenmark, Orangensaftkonzentrate und Schokoladenpro-
dukte zu. Die Beseitigung dieser Probleme ist durch die An-

wendung des erfindungsgemaBen Verfahrens unter Elution der an
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das TMAE-Trennmaterial gebundenen hochmolekularen sauren Ne-
benbestandteile durch Eluieren der DNA in einem engen »Salz-

fenster« moglich.
1. DNA aus Tomatenmark

0.5 g Tomatenmark wurden in 1.5 ml Gua-Puffer (ohne Triton
X100) suspendiert, mit 80 pl 8 M NaOH auf ca. 0.3 M NaOH ein-
gestellt, 5 min im Wasserbad auf 95-100°C erhitzt und nach
dem Abkithlen 10 min bei 4000 UpM (Hettich, Rotor 1624)
zentrifugiert. 2 ml des Uberstandes wurden durch die oben in
III. 2. beschriebene BioSEC-Sdule filtriert. Nur die ersten 3
ml des Durchlaufs wurden durch die TMAE-Sdule geleitet. Nach
2.5 ml verfdrbte sich der Durchlauf schwach rotlich, was zu

einer Orangefarbung des TMAE-Bettes filihrte.

Im ersten Ansatz wurden die an das TMAE-Trennmaterial gebun-
denen sauren Polymere »en bloc« mit 0.3 M NaCl/1l.5 M NaOH de-
sorbiert. Die Produkte ergaben nach Microspin-Umpufferung ein
Spektrum, welches kaum einen Hinweis auf isolierte DNA lie-

ferte. Eine PCR-Amplifikation war ebenfalls nicht moglich.

In einem weiteren Isolierungsversuch mit 1 g Tomatenmark wur-
den die an das TMAE-Trennmaterial gebundenen Materialien
durch stufenweise Erhshung der Salzkonzentration zum Teil
fraktioniert. Dabei zeigte sich, daB die Komponente, welche
im UV-Spektrum dominierte, bei einer Konzentration von 0.5 M
NaCl/0.3 M NaOH eluiert. Komponenten mit fir DNA typischen
UV-Spektren wurden bei einer Konzentration von 0.8 M und 0.9
M NaCl, jeweils in 0.3 M NaOH, eluiert. Bei Erhohung der
Salzkonzentration auf 1.0 bzw. 1.2 M NaCl, jeweils in 0.3 M
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NaOH, wurden dann wieder Komponenten eluiert, deren Spektren
mehr den Spektren der mit 0.5 M NaCl erhaltenen Eluate &hnel-

ten.

Die mit 0.8 M und 0.9 M NaCl (jeweils in 0.3 M NaOH) erhalte-
nen Eluate lieferten problemlos PCR-Amplifikate, die mit 0.5
M NaCl erhaltenen Eluate dagegen nicht, sie hemmten sogaf die

Amplifikation zugesetzter DNA.
2. DNA aus Orangensaft-Konzentrat

2 g Orangensaft-Konzentrat wurden mit 140 pl 8 M NaOH neutra-
lisiert, mit 2.0 ml Gua-Puffer (ohne Triton X100) vermischt,
mit 133 pl 8 M NaOH auf ca. 0.3 M NaOH-eingestellt, 5 Min.
auf 90-100°C erhitzt und 10 Min bei 4000 UpM (Hettich, Rotor
1624) zentrifugiert, worauf 3 ml des Uberstandes (ca. 90%)
auf die oben in III. 2. beschriebene BioSEC/TMAE-Sdulen-
kombination gegeben und mit leichtem Uberdruck durchgedriickt
wurden. AnschlieBend wurde mit 1 ml 0.3 M NaCl/0.3 M NaOH
nachgespiilt. Das gelb gefarbte TMAE-Bett wurde zuerst 2 x mit
je 0.4 ml 0.3 M NaCl/0.3 M NaOH gewaschen und dann 2 x mit Jje
80 pl 0.7 M NaCl/0.3 M NaOH eluiert. Die gelben Eluate lie-
ferten nach dem Umpuffern in TE-Puffer mit dem Microspin-
System Spektren gelber Farbstoffe mit charakteristischen Ban-
den zwischen 380 und 500 nm, im UV eine deutliche Bande um
278 nm, aber keine Bande um 260 nm, die auf DNA hingewiesen
hdtte. Die weiteren 2 Elutionen mit je 80 pl 0.9 M NaCl/0.3 M
NaCl lieferten Eluate mit eindeutigen DNA-Spektren. Die erste
Elution zeigte im Spektrum ca. 0.08 OD entspr. 4 pg/ml DNA
oder 0.8 pg in 0.2 ml. Die zweite Elution ergab weitere 0.4

ng in 0.2 ml.
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Beide DNA-Fraktionen wurden {iber Microspin-Sdulchen in TE-

Puffer umgepuffert.
Die Polymerase-Kettenreaktion lieferte reichlich Amplifikate.
3. DNA aus Lecithin

1 g Lecithin wurden in 1.5 ml Gua-Puffer (ohne Triton X100)
und 10 ml Hexan geschiittelt, worauf 1 ml Gua-Puffer =zusatz-
lich zugegeben und danach 15 min in der Hettich-Zentrifuge
(Rotor 1624) bei 4000 UpM zentrifugiert wurde. Die Hexan-
schicht wurde abgegossen, die Lipidschicht durchstochen und
die wiBrige Phase herauspipettiert (1.2 ml). Nach Zusatz von
80 pl 8 M NaOH wurde die Losung mit geringem Unterdruck durch
die oben in III. 2. beschriebene BioSEC/TMAE-Sdulenkombi-
nation gesaugt (der lineare Fluf wurde auf ca. 1 cm/min ein-
gestellt), worauf mit 1.5 ml 0.3 M NaCl/0.3 M NaOH nachge-
spiilt wurde. Insgesamt passierte ein Volumen von 2.5 ml die
TMAE-Sidule. Diese wurde dann mit 0.4 ml 0.3 M NaCl/0.3 M NaOH
gespiilt und mit jeweils 80 pl 0.7 M NaCl, 0.9 M NaCl und 1.2
M, jeweils in 0.3 M NaOH, eluiert. Nach dem Umpuffern in TE-

Puffer in Microspin-Sdulchen wurden die UV-Spektren gemessen.

Die Spektren zeigten, daB sich die Hauptmenge der DNA (ca. 5
ug) in der ersten, d.h. mit 0.7 M NaCl erhaltenen, Eluti-
onsfraktion befand. Dies ist nur verstdndlich, wenn die DNA
im Lecithin aus relativ kleinen Fragmenten besteht. Mit 0.9 M
NaCl wurden ca. 1 pg DNA erhalten und mit 1.2 M NaCl weitere
0.5 pg. Nach den Spektren, befand sich in der 2. Fraktion
(0.9 M NaCl) die reinste DNA.
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Alle drei Fraktionen ergaben erwartungsgemdl PCR-Amplifika-

tionsprodukte.
4, DNA aus Schoko-Nougat-Creme

1 g NuB-Nougat wurden in 1.5 ml Gua-Puffer (mit Triton X100)
durch Schiitteln dispergiert und 10 min bei 4000 UpM zentrifu-
giert (Hettich, Rotor 1624), wobei sich eine farblose Olpha-
se, eine rotbraune widBrige Phase und ein schwarzes Sediment
bildeten. Die Olphase und die waBrige Phase wurden getrennt
abgehoben. Das Sediment wurde erneut mit 1 ml Gua-Puffer
dispergiert und wie zuvor abzentrifugiert. Die beiden Gua-
Extrakte wurden vereinigt (Gesamtmenge 2.2 ml) und mit 100 pl
8 M NaOH versetzt, wobel sich die Losung nach dunkler ver-
farbte. Nach erneuter Zentrifugation (wie oben beschrieben)
wurde der dunkelbraune Uberstand abgehoben und in 0.3 M
NaCl/0.3 M NaOH unter leichtem Uberdruck tiber die oben in
III. 2. beschriebene BioSEC/TMAE-Sidulenkombination filtriert.
Nach dem Nachsplilen mit 1 ml des gleichen Mediums (wobei ge-
ringe Mengen braungefdrbter Anteile die BioSEC-Sdule passier-
ten) wurde die TMAE-Sdule abgehdngt, mit 0.5 ml 0.3 M
NaCl/0.3 M NaOH gewaschen und mit jeweils 80 pl 0.7 M NacCl,
0.9 M NaCl und 1.2 M NaCl, jeweils in 0.3 M NaOH, eluiert.
Die Eluate wurden iber Microspin-Sdulchen in TE-Puffer iber-
fihrt und mit dem Spektralphotometer vermessen. Alle drei
Fraktionen enthielten Komponenten, die bei etwa 260 nm absor-
bierten. Diese Absorption war bei der mit 0.9 M NaCl eluier-
ten Fraktion am ausgeprdgtesten. Bei der dritten Fraktion
(1.2 M NaCl) iberwogen die bei 280 nm absorbierenden Kompo-

nenten.
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Alle drei Fraktionen lieferten deutlich erkennbar PCR-Ampli-
fikate.

Der nach der zweiten Extraktion verbliebene Riickstand wurde
mit 1.5 ml Gua-Puffer (ohne Triton X100) und 100 pl 8 M NaOH
resuspendiert und 5 min auf 95-100°C erhitzt. Nach Zentrifu-
gation (wie oben) wurde die fast schwarze Losung wie oben be-
schrieben aufgearbeitet. Die Spektren zeigten mit deutlichen

Schultern um 280 nm lberwiegend homocyclische Aromaten an.

Die Ergebnisse zeigen, daB die DNA-Extraktion aus diesem Pro-
benmaterial relativ schonend erfolgen kann. Drastische Bedin-
gungen wie erhohte Temperatur und Alkali erhdhten in erster
Linie den Anteil an hochmolekularen, moglicherweise die Poly-

merase-Kettenreaktion storenden, Farbstoffe.
5. DNA-Extraktion aus Maisstdrke

1 g Maisstdarke wurde in 1 ml Wasser (reinst) suspendiert und
1 min auf 90°C erhitzt, wobei sich ein fester halb-trans-
parenter Block bildete. Dieser kann zur Verbesserung der Ex-
traktion gegebenenfalls mechanisch zerkleinert werden. Nach
zusatz von 2 mg o-Amylase (Roche) und 10 mg Cellulase bei
50°C wurde der AufschluB 3 Stunden bei dieser Temperatur ge-
dreht, wodurch sich der gréBte Teil des Blockes verflissigte.
Die enzymatische Behandlung kann gegebenenfalls auf 8 bis 10
Stunden ausgedehnt werden. Nach Zusatz von 1.5 ml Gua-Puffer
(ohne Triton X100) und 80 pl 8 M NaOH wurde 5 min auf 95-100°
erhitzt (es trat eine Gelbfarbung auf) und dann 10 min bei

4000 UpM (Hettich-Zentrifuge, Rotor 1624) zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde in 0.3 M NaCl/0.3 M NaOH bei ausreichendem
tberdruck fir eine FluBrate von 0.3-0.5 cm/min durch die oben
in III. 2. beschriebene BioSEC/TMAE-Sdulenkombination filt-
riert,_worauf mit 1 ml Laufmittel (0.3 M NaCl/0.3 M NaOH)
nachgespiilt wurde. Die Desorption/Elution von der TMAE-S&ule
erfolgte wie oben beschrieben mit je 80 pl 0.7 M NaCl, 0.9 M
NaCl und 1.2 M NaCl, jeweils in 0.3 M NaOH.

Die nach dem Umpuffern in TE-Puffer (Microspin) aufgenommenen
UV-Spektren waren zwar nicht aussagekrdftig, jedoch ergaben
sich PCR-Amplifikate, was bedeutet, daf der Hauptteil der im

UV-Bereich absorbierenden Komponenten DNA war.
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Patentanspriliche

Verfahren zur Isolierung, und gegebenenfalls Grofenfrak-
tionierung, von einzelstrdngiger DNA aus einem Proben-

material, bei dem man

a) das DNA-haltige Probenmaterial mit einem alkali-

schen Medium bei pH > 12 behandelt,

b) in diesem Medium mit einem Anionenaustauscher in
Kontakt bringt, der auf inerten Tragerteilchen kovalent
daran gebundene, unvernetzte hydrophile Linear-Polymere

mit eingebauten Tetraalkylammoniumgruppen aufweist, und

c) die an den Anionenaustauscher gebundene DNA im al-

kalischen Medium von diesem eluiert.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei das alkalische Medium
ein Alkalihydroxid in einer Konzentration im Bereich von

0.1 M bis 1 M enthalt.

Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Alkalihydroxid NaOH
oder KOH ist.

Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei
zur Elution Salz einer Konzentration im Bereich von 0.6
bis 1.2 M oder ein Salzgradient im Bereich von 0.6 bis

1.2 M verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 4, wobei Salz einer Konzen-

tration im Bereich von 0.7 bis 0.9 M verwendet wird.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 4 oder 5, wobei das

Salz NaCl oder KCl ist.

Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei
es sich bei dem Probenmaterial um Nahr- oder Nahrungs-
mittel pflanzlichen, tierischen oder mikrobiellen Ur-

sprungs handelt.

Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Nahr- oder Nah-
rungsmittel ausgewahlt ist unter Kartoffeln, Tomaten-
mark, Orangensaft-Konzentrat, Lecithin, Schokolade, Nou-
gat-Creme, Mais- oder Sojamehl, Fleisch und Wurstpro-

dukten.
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