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Kationos vegyiileteket és protondonort tartalmazé készitmények alkalmaza-
sa nukleinsavak stabilizildsara és/vagy izolalasira mikroorganizmusokbél,

példaul prokariotikbél, gombikbél, protozoonokbél vagy algakbél

Kivonat

A talalmény targyat kationos vegyiiletet és adalékanyagként protondonort tartalmazo ké-

10  szitmények alkalmazéasa képezi nukleinsavak stabilizalasara és/vagy izolalasara. Ezen felil, a

talalmany targyat képezi egy eljaras is a készitmény elballitasara, valamint a készitményt tar-

talmazé diagnosztikus készitmény és reagenskészlet, tovabba a készitményt és biologiai mintat
tartalmazo elegy.

A készitmény alkalmas nukleinsavak izolalasira mikroorganizmusokbol, példaul proka-

15 riotakbol, gombakbol, protozoonokbdl vagy algakbdl, és/vagy a nukleinsavak stabilizalasara.
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PELDANY

Kationos vegyiileteket és protondonort tartalmazé készitmények alkalmaza-
sa nukleinsavak stabilizalasara és/vagy izolalasara mikroorganizmusokbél,

példaul prokariotikbdl, gombikbdl, protozoonokbdl vagy algakbol

A talalmany targyat kationos vegytiletet és adalékanyagként protondonort tartalmazo ké-
szitmények alkalmazasa képezi nukleinsavak stabilizalasara és/vagy izolalasara. Ezen felil, a
talalmany targyat képezi egy eljaras is a készitmény elGallitasara, valamint a készitményt tar-
talmazo diagnosztikus készitmény és reagenskészlet, tovabba a készitményt és bioldgiai mintat
tartalmazo elegy.

A készitmény alkalmas nukleinsavak izolalasara mikroorganizmusokbol, példaul proka-
riotakbol, gombakbol, protozoonokbol vagy algakbol, és/vagy a nukleinsavak stabilizalasara.

Kozelebbrol, a talalmany esszencialis 6sszetevoként az

Y RIRR:RX

altalanos képletii kationos vegyuiletet - ahol:

Y jelentése nitrogén vagy foszfor,

Ry, R,, Rs és Ry egymastol fiiggetleniil elagazas nélkili vagy elagazd C,-Cyo-alkil-
csoport és/vagy Cs-Cyo-aril-csoport vagy C;-Cos-aralkil-csoport; és

X jelentése szervetlen vagy szerves, egy- vagy tobbbazisi sav anionja,

valamint adalékanyagként - mikroorganizmusokbol, példaul prokariotakbol, gombakbol,
protozoonokbol vagy algakbol szarmazé RNS és/vagy DNS stabilizalasara, vagy RNS és/vagy
DNS azokbdl torténd izolalasara -, legalabb egy protondonort tartalmazo készitmény alkalma-
zéasara vonatkozik.

A taldlmany egy elényos megvalositasi modja szerint, a készitmény kationos vegylilet-
ként ammoniumsoét tartalmaz, ahol R, jelentése magasabb szénatomos, példaul 12, 14 vagy 16
szénatomos alkilcsoport; és R,, Rs és Ry jelentése minden esetben metilcsoport.

A talalmany egy tovabbi elényds megvalositasi modja szerint, a készitmény altalanos
képletében R, jelentése aralkilcsoport, eldnyosen benzilcsoport; R, jelentése magasabb szén-
atomos, példaul 12, 14 vagy 16 szénatomos alkilcsoport; és R; és R, jelentése pedig

metilcsoport.
A vegyillet anionként tartalmazhat bromid, klorid, foszfat, szulfat, formiat, acetat,

propionat, oxalat, malonat vagy szukcinat aniont.
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A Cy-Cyo-alkil-csoport altalanossagban 1-6 szénatomot tartalmazé elagazo vagy elagazas
nélkiili szénhidrogén csoportot jelent, amely adott esetben egy vagy tobb, azonos vagy egy-
mastol kiilonb6zé halogénatommal, elénydsen fluorral van szubsztitudlva. A szénhidrogén
csoport lehet példaul a felsoroltak valamelyike: metil, etil, propil, 1-metiletil(izo-propil), butil,
1-metilpropil, 2-metilpropil, 1,1-dimetiletil, n-pentil, 1-metilbutil, 2-metilbutil, 3-metilbutil, 1,1-
dimetilpropil, 1,2-dimetilpropil, 2,2-dimetilpropil, 1-etilpropil, hexil, 1-metilpentil, 2-
metilpentil, 3-metilpentil, 4-metilpentil, 1,1-dimetilbutil, 1,2- dimetilbutil, 1,3- dimetilbutil, 2,2-
dimetilbutil, 2,3- dimetilbutil, 3,3- dimetilbutil, 1-etilbutil, 2-etilbutil, 1,1,2-trimetilpropil, 1,2,2-
trimetilpropil, 1-etil-1-metilpropil vagy 1-etil-2-metil-propil.

Magasabb szénatomos alkilcsoporton elagaz6 vagy elagazas nélkiili C;-Cy.alkil-
csoportot értiink, amely adott esetben egy vagy tobb, azonos vagy egymastol kiillonb6zé halo-
génatommal, elénydsen fluorral van szubsztitualva. Ilyen szénhidrogén csoport lehet példaul a
felsoroltak valamelyike: elagazd vagy elagazas nélkili heptil, oktil, nonil, decil, undecil,
dodecil, tetradecil, hexadecil, dodekadecil vagy eikozil.

C;-Cs.alkenil-csoporton 3-6 szénatomos, egy vagy tobb kettOskotést tartalmazéd elagazo
vagy elagazas nélkiili C;-Cy.alkil-csoportot értiink, amely adott esetben egy vagy tobb, azonos
vagy egymastol kulonbozé halogénatommal, elényodsen fluorral van szubsztitualva. Ilyen szén-
hidrogén csoport lehet példaul az alabbiak valamelyike:

2-propenil(allil), 2-butenil, 3-butenil, 1-metil-2-propenil, 2-metil-2-propenil, 2-pentenil,
3-pentenil, 4-pentenil, 1-metil-2-butenil, 2-metil-2-butenil, 3-metil-2-butenil, 1-metil-3-butenil,
2-metil-3-butenil, 3-metil-3-butenil, 1,1-dimetil-2-propenil, 1,2-dimetil-2-propenil, 1-etil-2-
propenil, 2-hexenil, 3-hexenil, 4-hexenil, 5-hexenil, 1-metil-2-pentenil, 2-metil-2-pentenil, 3-
metil-2-pentenil, 4-metil-2-pentenil, 1-metil-3-pentenil, 2-metil-3-pentenil, 3-metil-3-pentenil,
4-metil-3-pentenil, 1-metil-4-pentenil, 3-metil-4-pentenil, 4-metil-4-pentenil, 1,1-dimetil-2-
butenil, 1,1-dimetil-2-butenil, 1,1-dimetil-3-butenil, 1,2-dimetil-2-butenil, 1,2-dimetil-3-butenil,
1,3-dimetil-3-butenil, 2,2-dimetil-3-butenil, 2,3-dimetil-2-butenil, 2,3-dimetil-2-butenil, 2,3-
dimetil-3-butenil, 1-etil-2-butenil, 1-etil-3-butenil, 2-etil-2-butenil, 2-etil-3-butenil, 1,1,2-
trimetil-2-propenil, 1-etil-1-metil-2-propenil, vagy 1-etil-2-metil-2-propenil.

Altalanossagban, C3-Cg.alkinil-csoporton 3-6 szénatomos, egy vagy tobb harmaskotést
tartalmazo elagazo vagy elagazas nélkili C7-Cy.alkilil csoportot értiink, amely adott esetben
egy vagy tobb, azonos vagy egymastol kiilonbozé halogénatommal, elénydsen fluorral van

szubsztitualva. Ilyen szénhidrogén csoport lehet példaul az alabb felsoroltak valamelyike:
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2-propinil(propargil), 2-butinil, 3-butinil, 1-metil-2-propinil, 2-metil-2-propinil, 2-
pentinil, 3-pentinil, 4-pentinil, 1-metil-2-butinil, 2-metil-2-butinil, 3-metil-2-butinil, 1-metil-3-
butinil, 2-metil-3-butinil, 3-metil-3-butinil, 1,1-dimetil-2-propinil, 1,2-dimetil-2-propinil, 1-etil-
2-propinil, 2-hexinil, 3-hexinil, 4-hexinil, 5-hexinil, 1-metil-2-pentinil, 2-metil-2-pentinil, 3-
metil-2-pentinil, 4-metil-2-pentinil, 1-metil-3-pentinil, 2-metil-3-pentinil, 3-metil-3-pentinil, 4-
metil-3-pentinil, 1-metil-4-pentinil, 3-metil-4-pentinil, 4-metil-4-pentinil, 1,1-dimetil-2-butinil,
1,1-dimetil-3-butinil, 1,2-dimetil-2-butinil, 1,2-dimetil-3-butinil, 1,3-dimetil-2-butinil, 1,3-
dimetil-3-butinil, 2, 2-dimetil-3-butinil, 2,3-dimetil-2-butinil, 2 3-dimetil-3-butinil, 1-etil-2-
butinil, 1-etil-3-butinil, 2-etil-1-butinil, 2-etil-2-butinil, 2-etil-3-butinil, 1,1,2-trimetil-2-
propionil, 1-etil-1-metil-2-propionil vagy 1-etil-2-metil-2-propionil.

Hacsak kifejezetten masképp nem kotjuk ki, arilcsoporton 4-22 szénatomos aromas, egy-
vagy tobbmagvii csoportot értiink, amely adott esetben egy vagy tobb heteroatomot is tartal-
mazhat. Ilyen csoportok példaul a fenil, naftil, antracil, vagy pirol, furan tiofén, piridin,
piridazin, pirimidin vagy pirazin csoportok, amelyek adott esetben - egymastdl fliggetleniil -
egy vagy tobb halogénatommal (F, Cl, Be, I), elonydsen fluorral, vagy alkilcsoporttal egyszere-
sen vagy tobbszorosen szubsztitualtak.

Aralkil- csoporton a fenti meghatarozas szerinti egy- vagy tobbmagva arilcsoportot ér-
tink, amely a kationos részhez C,-Cs-alkilén, Cs-Ce-alkenilén vagy Cs-Cg-alkinilén hidon ke-
resztiil kotodik, ahol a Cy-Cs-alkilén-, C3-Cs-alkenilén- vagy Cs-Ce-alkinilén- csoport elnevezé-
seket a fentiekben meghatarozott értelemben hasznaljuk. A talalmany egy elényds megvalosita-
si modja szerint, a vegyiilet benzilcsoportot tartalmaz.

Az X-ellenionként elényosen alkalmazhatjuk barmely halogénsav anionjat, vagy egy-
vagy kétbazisi szerves savak anionjait, példaul azok acetatjait oxalatjait, malonatjait,
szukcinatjait vagy citratjait.

A talalmany szerinti megoldassal 6sszhangban, a vegyiilet protondonorként - szervetlen
savakon és azok soin feliil, egymagukban vagy valamilyen kombinacioban - tartalmazhat telitett
alifas monokarbonsavakat, telitetlen alkenil-karbonsavakat, telitett és/vagy telitetlen alifas Co-
Cs-dikarbonsavakat, alifas keto-karbonsavakat vagy keto-dikarbonsavakat, vagy aminosavakat.
Valamennyi emlitett szerves sav alkalmazhato szubsztitudlatlan formaban vagy szubsztitualt
szarmazékként, amelyek koziil elényosen - hacsak kifejezetten masképp nem kotjiik ki - a teli-

tetlen szarmazékokat vagy hidroxilcsoportokkal egyszeresen vagy tobbszordsen szubsztitualt

szarmazékokat alkalmazzuk.
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Telitett alifdis monokarbonsavakon hangyasavon feliil elényosen C,-Cg-alkil-karbon-
savakat értiink, amelyek koziil elényosen a kovetkezok valamelyikét alkalmazzuk: ecetsav,
propionsav, n-vajsav, n-valeridnsav, izovaleriansav, etil-metil-ecetsav (2-metil-vajsav), 2,2-
dimetil-propionsav (pivalinsav), n-hexansav, n-oktansav, n-dekansav, vagy n-dodekansav (lau-
rinsav). Az emlitetteken feliil alkalmazhatjuk a fenti savak ketokarbonsav-szarmazékait is.

A talalmany szerinti megoldasban alkalmazhato telitetlen alkenil-karbonsavak példaul a
kovetkezok: akrilsav (propénsav), metakrilsav, krotonsav, izokrotonsav vagy vinil-ecetsav.

A talalmany egy elonyds megvalositasi modja szerint, telitett C,-Cs-dikarbonsavakat,
példaul oxalsavat, malonsavat, borostyankdsavat, glutarsavat vagy adipinsavat, és kiilonosen
elény6sen oxalsavat és borostyankdsavat alkalmazunk.

A megoldani kivant probléma megoldéasara kulonosen elényosen alifas hidroxi-di- és -
trikarbonsavakat, kiilénésen elényosen borkdsavat, D-(+)-, L-(-) vagy DL-malonsavat, (2R,
3R)-(+)-borkdsavat, (25, 3S)-(-)-borkdsavat, mezo-borkdsavat vagy citromsavat alkalmazunk.

A felvetett probléma megoldaséra telitetlen dikarbonsavakat, példaul malonsavat vagy
fumarsavat, vagy telitetlen trikarbonsavakat, példaul akonitsavat is alkalmazhatunk.

A talalmany egy elényos megvalositasi modja szerint, adalékanyagként alifas ketodikar-
bonsavakat, példaul mezoxalsavat vagy oxalecetsavat, killonosen elényosen oxalecetsavat al-
kalmazhatunk.

A talalmany szerinti megoldassal 6sszhangban protondonorként aminosavakat, elonydsen
o-aminosavakat, kiilondsen elényosen aminoecetsavat (glicint), o-amino-propionsavat
(alanint), o-amino-izo-valeriansavat (valint), o-amino-izo-kapronsavat (leucint), vagy o-
amino-B-metilvaleriansavat (izoleucint) is alkalmazhatunk. A felsoroltak koziil kiilonosen €l6-

nyosen glicint alkalmazunk.
A fent emlitett protondonorok alkalmazhatok 6nmagukban, tiszta sztereoizomerekként,

vagy elegyben.
Adalékanyagként alkalmazhatunk tovabba szervetlen savakat, vagy. alkalmazhatjuk azok

soit is. Elényosen, szervetlen savak, példaul foszforsav vagy kénsav alkalifémekkel alkotott

vagy ammoniumsoit alkalmazzuk. Legel6nyosebben, foszforsavat vagy ammonium-szulfatot

alkalmazunk.
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1. tablazat

A talalmany szerinti készitményben adalékanyagként alkalmazhatd savak

Elnevezés Képlet

ecetsav CH;3-COOH

oxalsav HOOC-COOH

malonsav HOOC-CH,-COOH

tartronsav HOOC-CHIH-COOH
borostyankdsav HOOC-CH,-CH,-COOH

almasav HOOC-CHOH-CH,-COOH
borkdsav HOOC-CHOH-CHOH-COOH
glutarsav HOOC-CH,-CH,-CH,-COOH
adipinsav HOOC-CH,-CH,-CH,-CH,-COOH
citromsav HOOC-CH,-COHCOOH-CH,-COOH
maleinsav HOOC-CH=CH-COOH
oxalecetsav HOOC-CO-CH,-COOH

glicin H2N-CH,-COOH

Az adalékanyag kiilonboz6 koncentracioban lehet jelen a készitményben. Alkalmazhatjuk
kiillonbozd adalékanyagok kombinacidjat is. Az adalékanyag természetétdl figgden, mas-mas
koncentracio-tartomanyok lehetnek eldnyosek. Alkalmazhatjuk kalonb6zd adalékanyagok
kombinacidjat is.

A kationos komponens koncentracidja a készitmény vizes oldataban 0,01 vegyes-% és
telitettség kozott van; elényosen 0,1-10 vegyes-% és telitettség kozott van, még elénydsebben
0,5-8 vegyes-%, és legelonyosebben 2-6 vegyes-% kozott van.

Ilyen készitmények leirasat talaljuk a 100 31 236 szamon kozzétett németorszagi szaba-
dalmi bejelentésben, amely a jelen talalmany els6bbségének alapjat képezi, valamint az ahhoz
csatolt 1-17. igénypontokban.

Nyilvanvald, hogy amikor kationos vegyiiletek és adalékanyag oldatat adjuk egy minta-
hoz, az optimalis koncentraciokat a biologiai minta térfogata, és a stabilizalé oldat és biologiai
minta térfogatanak aranya alapjan hatarozzuk meg. '

A leiras szerinti értelemben a nukleinsav kifejezést — hacsak kifejezetten masképp nem
kotjiik ki — tagabb értelemben hasznaljuk, vonatkoztatva ribonukleinsavakra (RNS), - hosszii-

sagtol és konfiguraciotol figgetleniil — dezoxiribonukleinsavakra, példéul kettdsszala egyszalq,
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cirkularis vagy linearis DNS-re, és valamennyi alcsoportra, példaul monomer nukleotidokra,
oligomerekre, plazmidokra, és bakteridlis DNS-re vagy RNS-re, feldolgozott vagy feldolgo-
zatlan formaban egyarant. 4

A bioldgiai minta lehet szabad vagy kotott nukleinsavakat tartalmazd élelmiszerminta
vagy kornyezeti minta, vagy a fenti meghatarozas szerinti nukleinsavakat tartalmaz6 mikroor-
ganizmus, amely szarmazhat valamilyen organizmusbol (egysejtli vagy tobbsejtii organizmus-
bol; rovarokbdl, stb.), novényekbdl, baktériumokbol, virusokbol, élesztokbdl vagy mas gom-
bakbol vagy prokariotakbol.

A talalméany szerinti megoldassal 0sszhangban, a kiindulasi anyagként alkalmazott, mik-
roorganizmusokat tartalmazo bioldgiai minta lehet tovabba plazma, testfolyadék, példaul vér,
szérum, sejt, leukocitafrakcio, gyulladasos pork, kopet, vizelet, sperma, széklet, valadék,
aspiratum, barmilyen szévetminta, példaul biopszias minta, példaul szovetek vagy szervek re-
sze, vagy élelmiszerminta, amely szabad vagy kotott nukleinsavakat, vagy nukleinsavakat tar-
talmazo sejteket tartalmaz.

Az emlitetteken feliil, a taldlméany szerinti készitmény alkalmas a fenti biologiai mintakbol
szarmazd és eukariota eredetii nukleinsavak stabilizalasara.

A 10031 236 szamon kozzétett németorszagi szabadalmi bejelentésben (az eredetileg
benyujtott bejelentés 6. oldalanak 2 bekezdésében) leirtak szerint nyert eukariota eredet(i nuk-
leinsavakat izolalhatunk vagy stabilizalhatunk példaul a kitanitasban ismertetettek szerint. Ily
modon, a jelen kitanitas szerint, eukariota eredet, példaul vérbol, kopetbdl vagy csontveldbol
izolalt nukleinsavakat sikeresen stabilizalhatunk a 100 31 236 szamon kozzétett németorszagi
szabadalmi bejelentésben ismertetettek szerint (lasd az -15. példakat, valamint az 1-15. abra-
kat), amely teljes terjedelmében a kitanitas részét képezi.

Az adalékanyag a stabilizalé reagensben kiilonb6z6 koncentracioban lehet jelen; példaul,
annak koncentracidja a stabilizalé oldat és vér 1:1, elonydsen 3:1 aranyu elegyeben (térfogat-
okra vonatkoztatva) 50 mmol/l és a telitettséget elérd koncentracio kozoétt van; eldnyosen,
100 mmol/l — 1 mol/l kozott van, és legelényosebben 200-500 mmol/l kézott van. Az adalék-
anyag természetétdl fliggden, mas koncentracidtartomanyok alkalmazasa bizonyulhat elényos-
nek. Alkalmazhatunk tovabba kiilonboz6 adalékanyagok kombinécidjat.

A kationos komponens koncentracioja a készitmény vizes oldataban 0,01 vegyes-% ¢és
telitettség kozott van, elényosen 0,1 vegyes-% és telitettség kozott van, még elényosebben

0,5-15 vegyes-%, és legelonyosebben 2-10 vegyes-% kozott van.
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Nyilvanval6, hogy amikor kationos vegyiiletek és adalékanyag oldatat adjuk egy minta-
hoz, az optimalis koncentracidkat a biologiai minta térfogata, €s a stabilizal6 oldat €s biologiai
minta térfogatanak aranya alapjan hatarozzuk meg.

Altalanossagban, a kationos vegyiilet és adalékanyag elegyének pH-ja — a mintaval torté-
nd elegyitést megelézden — az adott mintatol fliggden tag hatarok (pH= 2-12) kozt valtozhat,
és az el6nyosen 2 és 10 (pH=2-10) kozott, elényosebben 3 és 8 (pH=3-8) kozott van. Az elo-
nyds pH-tartomany fligg az alkalmazott biologiai mintatol. Vér, plazma és szérum esetében a
pH elényosen 2 és 6 kozott van, elénydsebben 3 és 4 kozott van.

A kationos vegyiilet és adalékanyag elegyének pH-ja széles hatarok (pH=2-12) kozt
valtozhat az adott mintatdl, és a nukleinsavak stabilizalasatol és/vagy izolalasatol fliggben a
mikroorganizmusokban/mikroorganizmusokbol - példaul prokariotakban/prokariotakbol, gom-
bakban/gombakbol, protozoonokban/protozoonokbol vagy algakban/algakbol -, és az elényo-
sen 2 és 8 kozott, eldnyosebben 2 és 5 kozott van. Az elonyds pH-tartomany az alkalmazott
bioldgiai mintatol is fugg.

Bioldgiai mintak, példaul véren kiviil mas sejttartalmu testfolyadékok, plazma és szérum,
vagy példaul baktériumok, aspiratumok, sejtek, szovetek vagy egyéb biologiai mintak — példaul
a fentiekben ismertetettek - esetében a kationos vegyiiletet és adalékanyagot tartalmazo stabili-
zal6 oldat pH-értéke eldnydsen 3 és 10 kozott van, és eldnyosebben 4 és 8 kozott van. A meg-
adott pH-értékek a biologiai mintaval torténd elegyitést megel6zden értend6k.

Ahhoz, hogy nukleinsavakat biologiai mintakban stabilizaljunk, a mintat a kationos ve-
gyiiletet (vegytileteket) és adalékanyagokat tartalmazo oldattal elegyitjiikk. A biologiai mintat az
elegyhez adhatjuk térfogatra szamitott 0,1-10 000 aranyban; elonyosen 1-1000 aranyban, és
legelonyosebben 1-100 aranyban. A minta természetétdl figgden azonban - példaul vékonyti-
biopszias mintak vagy alacsony sejtszamu tenyészetek esetében -, bizonyos esetekben, lényege-
sen nagyobb térfogatokat is alkalmazhatunk.

Hasonloképp, a fenti kationos vegyiiletek és adalékanyagok szilard formaban is hozzaad-
hatok a mintahoz ha maga a bioldgiai minta folyadékot tartalmaz a szilard fazis feloldasara
(példaul sejttartalmu testfolyadékok, sejtek tapkozegben, vizelet esetében); vagy ha folyadékot,
példaul vizet adunk az elegyhez a szilard komponens feloldasara. A szilard formak alkalmaza-
sanak elénye az, hogy a szilard formak kémiailag rendszerint sokkal stabilabbak, és gyakran
egyszeriibb azokat a mintahoz adni.

Ezen feliil nagyon kompakt biologiai mintak, példaul szovetek esetében, a mintat megda-

ralhatjuk vagy homogenizalhatjuk a stabilizal6 oldatban vagy a stabilizalo oldattal torténd ele-
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gyités el6tt abbol a célbol, hogy a nukleinsavak vagy kiilonallo sejtek vagy sejtaggregatumok
kiszabadulasat megkonnyitsiik, oly médon, hogy a kompakt mintat példaul mechanikai, kémiai,
fizikai vagy enzimatikus hatassal roncsoljuk. A mintat mechanikai Gton roncsolhatjuk példaul
elektromos késsel, szemcsés daraldval (,, bead mill” készulékkel), vagy fecskendon torténd at-
nyomassal; vagy a mintat enzimatikus uton kezelhetjiik példaul hidrolazokkal, proteazokkal
vagy lipazokkal.

A mintat el6kezelhetjiik tovabba tisztan fizikai uton, példaul ultrahanggal.

Mas eljaras szerint, az elokezelést végezhetjik kémiai uton, egymagaban vagy tisztan fi-
zikai eljarassal kombinalva. A lizist elosegithetjiik példaul alifas alkoholokkal, elsésorban
izopropanollal; vagy aldehidekkel vagy dialdehidekkel, példaul glioxallal; vagy fenolokkal vagy
fenolszarmazékokkal, példaul 2-difenilollal; vagy ionos, zwitterionos vagy nem-ionos vegyile-
tekkel, példaul merkapto- vagy redukalo reagensekkel, példaul dithiothreitollal és 3-merkapto-
etanollal; vagy foszforsav-szarmazékokkal, példaul tributilfoszfattal, vagy kaotrop reagensek-
kel, példaul ureaval, guanidin-tiocianattal vagy guanidin-hidrokloriddal, vagy sokkal, egyma-
gukban vagy valamilyen kombinacioban.

Mechanikai, kémiai, fizikai vagy enzimatikus hatast a technika allasa szerint ismert egy€b
modokon is gyakorolhatunk a mintakra, és azok szintén a talalmany targykorébe tartoznak.

A minta — az adott kivanalmaktol fiiggéen — hosszabb ideig, példaul 1-4 napig, vagy
hosszabb ideig is tarolhatd szobahdmérsékleten, vagy akar melegebb hdmérsékleten, példaul
40°C-on vagy magasabb hdmérsékleten; vagy alacsonyabb hémérsékleten, példaul 4°C-on,
vagy —20°C-on, vagy annal alacsonyabb hémérsékleten.

A fenti vegyiiletek oldatat tartalmazo biologiai minta tarolasat kovetden, azt kozvetleniil
analizalhatjuk nukleinsavtartalomra, vagy a nukleinsavakat izolalhatjuk a mintabol.

Az alabbiakban attekintést adunk a taldlmany technologiai hatterérél.

Mikroorganizmusok RNS expresszios mintazatanak molekularis biologiai eljarasokkal,
példaul kvantitativ RT-PCR-, NASBA-, bDNS-, "biochips"- és Northern-blot technolégiaval
torténd vizsgalata elterjedt az alapkutatasban a génexpresszié analizalasara prokariotakban,
valamint protozoonokban, gombakban és algakban, és egyre nagyobb jelentosséggel bir példaul
az orvosi diagnosztikaban, mikrobialis patogének azonositasara; a gyogyszeriparban, gyogya-
szati készitmények kifejlesztésére és elemzésére; a biotechnoldgiaban, kutatasi vagy terapias

célra alkalmazhaté rekombinans proteinek eldallitasira, az ekologiaban és populacio-
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biologiaban; valamint az élelmiszeranalizisben, mikroorganizmusokkal tortént kontaminacid
kimutatéasara.

Szamolnunk kell azzal a problémaval, hogy ahhoz, hogy a nukleinsavakat izolalhassuk az
organizmusokbdl, azokat el kell tavolitanunk természetes kornyezetiikbdl, hogy vizsgalatra al-
kalmas sejteket nyerjiink, és ezeket el kell juttatnunk a nukleinsav izolalasanak helyszinére.
Ugyanakkor, jelentds a kockazata annak, hogy az RNS- és DNS-profil megvaltozik. Ez hely-
telen diagnoézis felallitasdhoz vagy téves analizishez vezethet; példaul a génexpresszio megalla-
pitasanal bakterialis tenyészetekben; vagy példaul az orvosi/klinikai diagnozisban, a nukleinsav-
analiz alapjat képezd fert6zott beteganyagok (példaul gyulladasos helyekrdl szarmazo mintak)
vizsgalata soran; vagy baktériumokkal, gombakkal, protozoonokkal vagy algakkal kontamina-
16dott élelmiszerek vizsgalata soran. Elelmiszermintakban, vagy betegekbol szarmazé klinikai
mintakban a mikroorganizmus ok akar el is pusztulhatnak, és a nukleinsavak, elsésorban az
RNS teljesen lebomolhatnak. A legnagyobb fontossagot kell hat tulajdonitanunk annak, hogy a
nukleinsavakat, elsGsorban az RNS-t stabilizaljuk kézvetleniil a mintavételt kovetden.

A baktériumok kiilonleges sajatsaga, hogy génexpresszidjuk kiilondsen gyorsan képes
alkalmazkodni a kornyezeti korailményekhez. A génexpresszids mintazatban ennek eredménye-
képp megfigyelhetd rovidtava véltozasok azért johetnek létre, mert a baktériumok cellularis
RNS-e rendkiviil rovid féléletideji, és a baktériumok néhany masodperc vagy perc alatt képe-
sek 0j RNS-transzkriptumokat szintetizalni. Ez az adaptaciés mechanizmus problémat jelent a
prokariota RNS expresszios mintdzatanak analizisében, mivel az RNS expresszios mintazat
akar a sejtek osszegylijtése és az RNS-izolalas folyamata soran is véltozhat. A késobbi analizis
soran tehat nem az adott kisérletben alkalmazott tenyésztési korilményekre jellemzd ex-
presszios mintat mutatjuk ki, hanem a sejtek 0sszegyujtése, lizdlasa vagy a sejtlizatum feldol-
gozasa soran fennallo korilményeket tiikrozé RNS expresszids mintazatot értékeljik.

A kitanitais mRNS-en feliil vonatkozik tehat mas RNS-tipusokra is, példaul rRNS-re,
snRNS-re, tRNS-re alacsony molekulatomegti (,Low Molecular Weight’; LWM) RNS-
tipusokra, de DNS-re példaul genomi eredeti DNS-re (gDNS-re) is.

Az RNS mikroorganizmusokboél, példaul prokariotakbol, gombakbol vagy algakbol tor-
ténd izolalasara szokasosan alkalmazott eljarasok példaul szerves olddszerek, példaul fenol és
kloroform (triklérmetan), kaotrop sok vagy a fentiek valamilyen kombinaciojanak alkalmaza-
san alapulnak. A nukleinsavak prokariotakbol, gombakbol vagy algakbol torténd izolalasara al-
kalmas ismert eljarasok mindegyikére jellemzd, hogy a sejteket a tovabbi feldolgozast megels-

zben elészor centrifugalassal vagy szliréssel koncentralnunk kell a tenyésztd tapkozegbdl. Az
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elsd 1épésben, az esetek jelentds részében, a megvaltozott kornyezeti korilmények (példaul
hémérsékletvaltozas, a centrifugalas vagy sziirés altal okozott mechanikai stresszhatas, a gaz-
atmoszféra megvaltozasa, stb.) hatasara bekovetkezik a sejtek génexpresszios mintazatanak
megvaltozasa gy, hogy a sejtek génexpresszios mintazata mar nem az adott tenyésztési ko-
rilmények mellett fennalld, hanem a nukleinsavak izolalasanal alkalmazott koriilményekre jel-
lemzd mintazatot tilkrozi. A késébbi analizis értékelhetGsége tehat megkérddjelezhetd.

Az expresszids mintdzat megvaltozasaért foként az RNS RNaz-ok altal vagy kémiai be-
hatasok, példaul proteinmentesités soran bekovetkezd nem-specifikus lebomlasa, valamint az
RN specifikus szekvencidkat lebonté RN4z-ok altal torténd lebontasa felelés. Ezen felil, az 1j
RNS-ek szintézise elénytelen, és ezért nem kivant kovetkezményekkel jarhat.

Altalaban kisérletet tesziink arra, hogy a sejtek nagyon gyors Gsszegytijtésével és gyors
roncsolasaval a fenti hatasokat minimalizaljuk, de ezzel nem tudjuk teljesen megakadalyozni a
génexpresszios mintizat megvaltozasat. Ezen felill, nem lehet nagyobb szami mintat parhuza-
mosan feldolgozni. Az enzimatikus sejtlizis alkalmazasat gyakran elkeriilték, mivel azt csak a
szerves oldoszer vagy koncentralt kaotrop sooldat hozzaadasa el6tt lehetett végrehajtani, és
legalabb harom percet vett igénybe. Az enzimatikus sejtlizis soran tehat egyarant lehetdség van
enzimatikus RNS-lebontasra és {1j RNS-szintézisre, ami megvaltoztathatja a sejtek génex-
presszios mintazatat. Ebbol kovetkezik, hogy az enzimatikus sejtroncsolas a késobbi génex-
presszios analizisek szempontjabol mindig elénytelen volt.

A nukleinsavak (RNS és DNS) prokariotakbol, gombakbol, algakbol és protozoonokbol
torténd izolalasaval kapcsolatos tovabbi probléma a sejtlizissel kapcsolatos, mivel ehhez a
sejtfalat fel kell tarnunk. Egy széles korben alkalmazott eljaras szerint a prokariota sejtfalban a
lizozim nevii enzimmel emésztjik a mureint, de alkalmazhatunk mas enzimeket is, példaul
lizostaphint vagy proteindzokat. Az emésztés soran, a feldolgozandé mintaban uralkod6 ko-
riilményeknek olyanoknak kell lenniiik, hogy biztositsik a megfeleld enzim enzimatikus aktivi-
tasanak kifejtését. Ugyanakkor azonban, ezek a korilmények altalaban lehetove teszik a bakte-
rialis mRNS hasitasat is RN4az-ok altal, vagy a nukleinsavak kémiai iton t6rténd hidrolizisét,
azzal a kovetkezménnyel, hogy gyakran lebontott nukleinsavakat izolalunk a megfelel6 készit-
ményekbdl. Semmi sem garantalja tovabba, hogy a sejtek enzimatikus roncsolasa soran nem
megy végbe nukleinsavszintézis, ami tovabbi valtozasokat okoz az RNS expresszios mintazat-

ban.
A talalméany szerinti megoldas kidolgozasa soran a kovetkezd célkitiizéseket tartottuk

szem elott:
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Altalanossagban, célul tiiztiik ki a technika allisa szerint ismert, fent ismertetett hatra-
nyok kikiiszobolését.

A talalmany szerinti megoldas kidolgozéasa soran célunk az volt, hogy a génexpresszios
mintazatban a feldolgozas altal kivaltott, mikroorganizmusokbodl, példaul baktériumokbol,
gombakbol (példaul élesztokbol), protozoonokbodl vagy algakbol torténd nukleinsavizolalas so-
ran végbemend valtozasokat kikiiszoboljik ugy, hogy a sejtek génexpresszidés mintazata az
adott tenyésztési korilményeket vagy az eredeti mintaban - példaul a betegb6l vagy élelmiszer-
bl szirmazo6 mintaban - uralkodo korulményeket tiikkrozze, és ne a sejtek Osszegyiijtése vagy a
nukleinsavak izolalasa soran fennall6 korilmények altal kivaltott valtozasokat, ezaltal biztosit-
suk a késObbi analizisek eredményeinek valodisagat.

Célul tiiztiik ki tovabba, hogy megteremtsiik nagyszamu minta egyidejii. parhuzamos fel-
dolgozasanak lehet6ségét RNS és DNS izolalasara. A fentieken feliil, célkitiizésiink volt, hogy
készitményt fejlessziink ki stabilizalo oldatként torténd alkalmazasra, amelynek osszetevoi nem
karosak az egészségre, és amely ezaltal — szemben példaul a fenol alkalmazaséaval - az egészség
veszélyeztetése nélkiil alkalmazhaté példaul RNS és/vagy DNS stabilizalasara bioldgiai min-
takban, azoknak a mintavétel helyérdl a laboratériumba, a mintak feldolgozasaval foglalkozo
szakemberekhez torténd szallitasa soran.

A taldlmany szerinti megoldas kiilondsen elényosen alkalmazhato prokariotak koziil az
eubaktériumok esetében, tovabba archaebaktériumok (példaul AMethanothermobacter
marbirgensis) estében. Az eubaktériumok kozé Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumokat,
valamint fototrop baktériumokat vagy Chlamydia, Mycoplasma (példaul Mycoplasma
penetrans), Rickettsia, Spirillum és Spirocheta (példaul Borrelia burgdorferi) baktériumokat
sorolunk, amelyekre a kitanitas szintén vonatkoztathat6. A Gram-pozitiv eubaktériumok koziil
elsésorban emlitendék a Bacillus (példaul Bacillus subtilis), Staphylococcus (példaul
Staphylococcus —aureus vagy Staphylococcus epidermidis), ~Streptomyces (példaul
Streptomyces coelicotor vagy Streptomyces lividans, Flavobacterium (példaul Flavobacterium
Jjohsoniae), Mycobacterium (példaul Mycobacterium avium) vagy Streptococcus.

A taldlmany egy elényos megvaldsitasi modja szerint, a kitanitds vonatkoztathaté a ko-
vetkezd Gram-pozitiv eubaktériumokra.

Clostridiumok (példaul Clostridium difficile, Clostridium tetani és Clostridium

perfringens),
Listeria;

Peptococcus;
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Peptostreptococcus;

Enterococcus;

Corynebacterium (példaul Corynebacterium diphteriae vagy Corynebacterium
glutamicum);

Propionibacter; €s

Lactobacillus.

A talalmany szerinti megoldas kilonosen elonyosen alkalmazhatéo a kovetkezé Gram-
negativ Eubaktériumok esetében: Escherichia nemzetség (példaul Escherichia coli),
Pseudomonas (példaul Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida vagy Pseudomonas
syringae), Klebsiella (példaul Klebsiella pneumoniae), Salmonella (példaul Salmonella
typhimurium), Shinorhizobium (példaul Shinorhizobium meliloti) vagy Campylobacter eseté-
ben.

A kitanitas vonatkozik tovabba a kovetkezé Gram-negativ baktériumokra:

Neisseria (példaul Neisseria gonorrhoeae vagy Neisseria meningitidis),

Vibrio (példaul Vibrio cholerae);,

Shigella;

Serratia;

Enterobacter;

Acinetobacter;

Proteus;

Yersinia,

Brucella (példaul Brucella abortus),

Haemophilus (példaul Haemophilus influenzae),

Bacteroides;

Campylobacter;

Helicobacter (példaul Helicobacter pylori);

Bordetella;

Legionella; és

Pasteurella.

Az eukariotak koziil, kilonos figyelmet érdemelnek a gombak, példaul a dermatophyton
csoport tagjai, az élesztgombak, penészgombak és dimorf gombak.

A talalmany szerinti megoldas szempontjabol az élesztégombak koziil kiilondsen elényo-

sek a Saccharomyces nemzetség tagjai (példaul Saccharomyces cerevisiae), candida (példaul
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Candida albicans), Cryptococcus (példaul Cryptococcus neofomans). A penészgombak koziil,
elsésorban emlitenddk az Aspergillus nemzetség tagjai (példaul Aspergillus fumigatus) vagy a
Penicillium vagy Mucor nemzetségek.

Tovabbi eukariota sejtek az algak és protozoonok, példaul tripanoszomak, toxoplasmak,
amoebak, plasmodiumok és ostorosok — amelyekre a kitanitas szintén vonatkoztathato.

A talalmany szerinti probléma megoldasara a kovetkez6 megoldast dolgoztuk ki.

A talalmany egy eldnyos megvaldsitasi modja szerint, a baktérium-, gomba-, protozoon-
vagy algatenyészetet vagy baktériumokat és/vagy gombakat és/vagy protozoonokat és/vagy
algakat tartalmaz6 mintat az 1. altalanos képlett kationos vegyiiletet és legalabb egy proton-
donort tartalmazé készitménnyel — vagy annak vizes oldataval - érintkeztetjiik.

Ezutan, a sejtek késobbi osszegyujtéséhez és a minta tovabbi feldolgozasahoz a sejtfalat,
példaul a bakterialis sejtfal murein alapstruktirajat enzimatikus aton, lizozimmel emészthetjitk
anélkiil, hogy a mintaban talalhat6 nukleinsavakat barmilyen enzimatikus vagy kémiai degrada-
ciénak vetnénk ala, és lehetévé tennénk 0j nukleinsavak szintetizalédasat, végsé soron meg-
akadalyozva az RNS expresszios mintazatanak megvaltozasat.

A sejtek enzimatikus lizalasat végezhetjik mas eljarasokkal is, példaul lyostaphin vagy
proteinaz-K alkalmazasaval, vagy detergens altal kozvetitett sejtlizissel, vagy a fenti eljarasok
példaul mechanikai lizal6 eljarasokkal torténé kombinaciojaval.

Az enzimatikus sejtlizis elénye - szemben a mechanikai behatasokon alapulé eljarasokkal,
mint példaul a szemcsés daralo (,,bead mill”) alkalmazasaval vagy folyékony nitrogénben tor-
ténd szétdorzsoléssel -, hogy viszonylag konnyi automatizalni. Ezen felul, a technika allasa
szerint az is ismeretes, hogy az enzimatikus sejtlizis a mechanikai behatason alapul6 sejtlizis
eljarasokhoz képest lehetové teszi a mintak nagyobb atmend teljesitménnyel torténd feldolgo-
zéasat, és minimalizalja a kereszt-kontaminaci6 veszélyét.

A baktériumok enzimatikus sejtlizisén feliill - miutan a sejteket stabilizaltuk a talalmany
szerinti készitmények alkalmazasaval -, élesztOsejteket lizalhatunk példaul zimolazzal vagy
litikazzal, vagy eukariota sejteket mas modon lizalhatunk proteinazzal vagy mas enzimekkel,
vagy detergensek alkalmazasaval.

Bar az enzimatikus sejtlizis az emlitett okokbol kifolyolag elméletileg eldnyosebb, ez az
eljaras valojaban nem alkalmazhato a génexpresszios mintazat analizalasara, mivel annak soran,
a preparalast a hagyomanyos modon végezve, varhatéan valtozas torténik az RNS expresszios
mintazatban. A talalmany szerinti eljaras alkalmazasa lehetdséget teremt a fenti probléma meg-

oldasara, azaltal, hogy még a sejtek Osszegyljtését megeldzden, a sejtekben stabilizaljuk az
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RNS-t. Ezt kovetOen, enzimatikus uton lizalhatjuk a sejteket, mikdzben az RNS enzimatikus és
kémiai lebomlasa, valamint az 1) RNS szintézise gatolt.

Enzimatikus sejtlizis helyett a sejtlizist végezhetjik mechanikai, h6- vagy kémiai behatas-
sal, valamint egy vagy tobb emlitett 1izal6 eljaras kombinacidjaval.

A stabilizalast és sejtlizist kovetden, a minta tovabbi feldolgozasa soran a nukleinsavakat
izolalhatjuk a technika allasa szerint ismert modon, modositott szilikat alkalmazasaval.

A talalmany szerinti megoldéas lehetdséget nyujt a minta tovabbi feldolgozasara, példaul
RNS izolalasara szerves oldoszer vagy kaotrop sok alkalmaziséaval, vagy a nukleinsavak kiso-
zasaval, vagy magneses részecskék alkalmazasaval, vagy hibrid befogasos (,,aybrid capture)
eljarassal.

A technika allasa szerint ismert RNS-extrakcios eljarasokkal, példaul a TRIzol- vagy
RNeasy-eljarasokkal osszehasonlitva, az 1. altalanos képletii kationos detergenst és adalék-
anyagként protondonort, elényosen alifas karbonsavat vagy elényosebben, dikarbonsavat, leg-
elénydsebben borkdsavat tartalmazoé talalmany szerinti készitmény alkalmazasaval 2-3-szor na-
gyobb hatasfok érhet6 el, mint a példaul a fent emlitett szokasos eljarasokkal.

Az RNS-izoldldas magas hatasfoka kiilonosen elényOs alacsony szinten expresszalodo
RNS-transzkriptumok analizalasa esetében, vagy csupan a bakterialis populaci6 egy alcsoport-
jaban expresszalodé RNS-transzkriptumok analizisekor. Az emlitetteken felil eddig nem all
rendelkezésiinkre elfogadhato eljaras mRNS izolalasara baktériumokbdl, bakterialis mRNS-ek
analizisekor tehat a szakembernek mas RNS-tipusok (rRNS, tRNS, snRNP-k) jelenléte altal
okozott erds hattérrel kellett szamolnia. Ilyen esetekben, az analitikai eljarasok fokozott érzé-
kenysége a fokozott hatasfok szamlajara irhato.

A taldlmany szerinti megoldas eldnyei valamennyi alkalmazasi teriileten nyilvanvaloak,
ahol mikroorganizmusok (példaul prokarioték, protozoonok, gombak vagy algak) génex-
presszios mintazatat kell értékelniink. Ilyen alkalmazasi teriletek példaul a prokarota génex-
presszio szabalyozasa alapjainak megértéséhez hozzajaruld tudomanyos kutatasok, valamint
kivalasztott gének expresszioja és baktériumok patogenitasa kozti Osszefuggéseket vizsgalo
tanulmanyok. Az utobbi kérdés kiilonos jelentoséggel bir bakterialis fertézések diagnozisaban
és kezelésében.

A talalmany szerinti megoldas tovabbi alkalmazasi teriilete a génexpresszié analizalasa
prokariotakban, protozoonokban és gombéakban, a gyogyszerészeti kutatasban és fejlesztésben.
Az RNS expresszios mintazat, példaul prokariota RNS expresszios mintazat stabilizalasa je-

lentdsen egyszerUsiti a transzkripcids tiikrok vagy teljes transzkripcios mintazatok analizisét,
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varhatéan olyan kisérletekben is, ahol a cél a génexpresszio idéfliggésének kimutatasa. Az is-
mertetetteken feliil, a talalmany szerinti megoldas alkalmazasaval egyszeriibbé valik meghata-
rozott fajok, példaul talajmintaban jelenlévé baktériumok vagy betegbdl szarmaz6 korokozok
azonositasa és mennyiségi meghatarozasa komplex populaciokban. Az alkalmazasi lehetéségek
kore mas analitikai teriiletekre, példaul élelmiszeranalizisre is kiterjed.

A nukleinsavak stabilizalasa a talalmany szerinti, kationos vegyiiletet (vegyuleteket) és
egy vagy tobb adalékanyagot tartalmazo készitmény alkalmazasaval biztositja, hogy a mintaban
talalhato nukleinsavak hosszas tarolas, vagy szallitas soran sem valtoznak. Ily modon a késobbi
idépontban elvégzett tesztek pontossaga jelent6sen javul. Bizonyos esetekben, példaul ha a
mintat nagyobb tavolsagra kell szallitani, vagy hosszabb ideig kell tarolni, a talalmany szerinti
eljaras alkalmazasa el6szor teszi lehetové, hogy a teszteket ilyen késdbbi idépontokban is elvé-
gezziik.

A talalmany szerinti megoldas elényei egyarant érvényesiilnek a kutatas teriletén, példaul
transzkripumok szintjének analizalasaban - amelyeket eltavolitisukat kovetéen azonnal fixal-
nunk kel -, és a klinikai analizis teriiletén, példaul molekularis diagnosztikaban, példaul ahol a
betegmintakat levételiiket kovetden, a tarolas és szallitas soran stabilizalnunk kell az analizala-
sig.

Nukleinsavak izolalasat és stabilizalasat tumordiagnézisban, orokletes diabétesz diagno-
zisaban, virusfertézések és mas fert6z6 agensek diagnozisaban és utankovetésében, valamint
génexpresszids mintazatok analizisében is alkalmazzak.

Az alabbiakban roviden ismertetjiik a leirashoz csatolt abrakat.

Az 1. 4bran az RNS-kinyerés hatasfokat abrazoltuk grafikusan a detergens pH-janak,
valamint a tenyészet és detergensoldat térfogatra szamitott aranyanak fuggvényében.

A 2. 4bran lathat6 grafikonon az RNS-kinyerés hatasfokat abrazoltuk az eljaras kilonbo-

z6 valtozataiban.
A 3. abran az RNS-kinyerés hatasfokat abrazoltuk grafikusan a talalmany szerinti ké-

szitmény vizes oldata térfogatanak fiiggvényében.

A 4. abran a kationos komponenst és kiilonbozd koncentracioban protondonort tartal-
maz6 készitmény kiilonbozd térfogatu oldatanak alkalmazasaval E. coli baktériumokbol izolalt
RNS alkalmazasaval végzett denaturald agarozgél-elektroforézis és ompA (,.outer membrane

protein A”, ,killsé membran protein A”) Northern-blot analizis eredményét mutatjuk be.
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Az 5. abran E. coli baktériumokbdl rifampicin hozzaadasat kovetden, a talalmany szerinti
készitmény feloldasaval vagy anélkiil izolalt RNS alkalmazasaval végzett ompA (, kiilsé6 memb-
ran protein A”) Northern-blot analizis eredményét mutatjuk be.

A 6. abran E. coli baktériumokbol rifampicin hozzaadasat kovetden izolalt RNS alkalma-
zasaval végzett bla (B-laktamaz) Northern-blot analizis eredményét mutatjuk be a kationos
komponenst és adalékanyagot tartalmazo készitmény feloldasaval vagy azok vizes oldatanak
hozzaadasaval, vagy anélkiil.

A talalmany szerinti megoldast a tovabbiakban konkrét megvalositasi példakon keresztiil

kivdnjuk szemléltetni, anélkiil azonban, hogy igényiinket az ismertetettekre korlatoznank.

1. példa
RNS izolalasa E. coli baktériumokbdl

Négy (4) % tetradecil-trimetil-ammoénium-oxalatot és 200 mmol/l borkésavat tartalmazé
vizes oldat pH-jat a kovetkezd értékekre allitottuk be natrium-hidroxid oldattal:

2,2 (a NaOH hozzaadasa nélkiil); 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; és 5,0.

A kisérlethez kiilonboz6 elegyeket allitottunk ossze gy, hogy 2, 3 vagy 4 térfogatnyi,
kulonboz6 pH-értékii detergensoldatot pipettaztunk 400 ul LB-tapkozegben tenyésztett E.
coli tenyészethez, és az RNS-t izolaltuk az alabbi eljaras szerint:

400 pl £. coli tenyészetet adtunk az el6készitett detergensoldathoz, majd vortexeltiik;

az elegyet 10 percig, 4°C-on, 5000xg-n centrifugaltuk;

a feliliszot leontottik;

az tiledéket 1 ml H,O-ban szuszpendaltuk;

az elegyet 10 percig, 4°C-on, 5000xg-n centrifugaltuk;

a felilluszot leontottiik;

az iiledéket 400 pg/ml lizozimot tartalmazé 100 pl TE-pufferben V szuszpendaltuk;

az elegyet 5 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk;

az elegyhez 300 pl RLT-puffert® adtunk, és vortexeltiik,

ehhez 260 ul H,O-t adtunk, és azt vortexeltiik,

a kapott elegyhez 40 pl proteinaz-K-enzimet (18 mg/ml) adtunk, és vortexeltiik;

az elegyet 10 percig, 55°C-on inkubaltuk; majd

3 percig, 14 000 g-n centrifugaltuk.

D A TE-puffer osszetétele a kovetkezd: 10 mmol/l Tris-HCl és 1 mmol/l EDTA (pH=8).
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? RLT-puffer szokasos, a kereskedelemben hozzaférheté guanidinsot, példaul guanidin-
izotiocianatot, és polibazisos szerves sav alkalifémsojat, valamint 3-merkaptoetanolt tartalma-
26, T-es pH-érték puffer (hozzaférhetd: Messrs QIAGEN, Hilden).
Ezutan, a feluluszot eltavolitottuk, ahhoz 350 pul 100%-os etanolt adtunk, majd vor-
texeltiik;

az oldatot “RNeasy Mini spin” oszlopra vittik fel;

a tovabbi feldolgozast a technika alldsa szerint ismert modon végeztiikk, példaul teljes
RNS-t izolalhatunk baktériumokbo6l az “RNeasy® Mini” eljarassal, a gyarto utasitasai szerint
eljarva, az 5. lépéstol (hozzaférhetd: Messrs QIAGEN, Hilden).

Az 1. abran RNS-kinyerés hatasfokat abrazoltuk a detergensoldat pH-janak, valamint a
tenyészet és detergensoldat térfogatra szamitott aranyanak fliggvényében.

Eredményeink szerint, a legmagasabb hatasfokot ugy értiik el, ha a talalmany szerinti ké-
szitmény vizes oldatanak pH-jat 3,5 és 5,0 kozé allitottuk be.

Az RNS intakt voltat agardzgél-elektroforézissel analizaltuk. Mindegyik esetben intakt

riboszomalis RNS-csikokat figyeltiink meg.

2. példa
RNS izolalasa kiilonbozd eljarasokkal E. coli baktériumokbdl

Az ebben a példaban bemutatott kisérlet kiindulasi anyaga ismét LB-tapkozegben te-
nyésztett E. coli tenyészet volt. A kiilonb6zd eljarasokat 1,5x10® és 3x10°® sejt alkalmazasaval
végeztitk. Ehhez a kisérletsorozathoz a talalmany szerinti készitmény alabbi 0sszetételli vizes
oldatat alkalmaztuk:

4 vegyes-% tetradecil-trimetil-ammoénium-oxalat,

200 mmol/l borkdsav;

(pH=4,0).

Az RNS-izolalasi eljaras alabb ismertetett részlépéseinek elvégzését kovetden kiulonbozd
alternativ eljarasokat probaltunk ki:

1) Sejtek Osszegytijtése

AZ E. coli tenyészethez harom térfogatnyi detergensoldatot adtunk vortexeltiik, az ele-

gyet 10 percig, 5000 g-n, 4°C-on centrifugaltuk, és a feluliszot leontottik;
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2) Az iilledék mosasa

Az iiledéket 1 ml H,O-ban szuszpendaltuk, 10 percig, 5000 g-n, 4°C-on centrifugaltuk,
és a feliiluszot leontottiik;

3) Emésztés lizozimmel

Az iledéket 100 ul, 400 ug/ml lizozimet tartalmazé TE-pufferben szuszpendaltuk, 5
percig szobahdmérsékleten inkubaltuk;

4) A kotési koriilmények beallitasa

Az elegyhez 350 pul RLT-puffert adtunk, azt vortexeltik, majd ahhoz 250 ul 100%-os
etanolt adtunk.

5) Proteinaz-K-emésztés

Az elegyhez 300 pl RLT-puffert és 260 pl H,O-t adtunk, ehhez 40 pl proteinaz-K-t
(18 mg/ml) adtunk, azt vortexeltiik, 10 percig, 55°C-on inkubaltuk, 3 percig, 14 000 g-n cent-
rifugaltuk, a feliiluszot eltavolitottuk, majd az elegyhez 350 ul 100%-os etanolt adtunk, és
vortexeltiik.

6) Emésztés lizozimmal és proteinaz-K-val higitott RLT-pufferben

A sejtekhez 300 pl RLT-puffert adtunk, azokat vortexeltiik, 160 ul HyO-t adtunk hoz-
zajuk, vortexeltiik, az elegyhez 100 ul, 400 pg/ml lizozimet tartalmaz6 TE-puffer adtunk, azt 5
percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, ehhez 40 pl proteindz-K-t (18 mg/ml) adtunk, azt
vortexeltiik, 10 percig, 55°C-on inkubaltuk, 3 percig, 14 000 g-n centrifugaltuk, a feliluszot
eltavolitottuk, majd az elegyhez 350 ul 100%-os etanolt adtunk, és vortexeltiik.

7) Feldolgozas, adott esetben modositott szilikatoszloppal, példaul az ,RNeasy Mini
spin” oszloppal (hozzaférhetd: Messrs QIAGEN, Hilden). Az oldatot felvisszitk az oszlopra, a
tovabbi feldolgozast az ,RNeasy Mini” reagenskészlethez baktériumokbol teljes RNS-
izolalasara ajanlott utasitasok szerint végezzik, az 5. 1épéstdl folytatva.

Az eredeti eljarast a kovetkezd alternativ eljarasokkal hasonlitottuk Ossze:

1. valtozat: 1., 3., 4. és 7. 1épés;

2. valtozat: 1.,2., 3., 4. és 7. 1épés,

3. valtozat: 1., 2., 3., 5. és 7. 1épés (az 1. példaban ismertetett eredeti eljaras);

4. valtozat: 1., 6. és 7. 1épés.

A 2. bran az RNS-kinyerés hatasfokat abrazoltuk az eljaras kiilonb6z6 véltozataiban.

A fenti kisérletek eredményei egyértelmilen arra utalnak, hogy az 1. valtozat az RNS-

kinyerés hatasfokanak vonatkozasiban osszehasonlithatd eredményt ad az eredeti eljarassal
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(lasd 3. valtozat). Ebben a valtozatban nincs mosasi 1€pés, vagy emésztés proteinaz-K-val. A

feldolgozas tehat egészében jelentdsen lerovidiil, kovetkezésképp, ezt a valtozatot alkalmaztuk

standard eljarasként a kovetkezd példakban.

3. példa

RNS izolaldsa E. coli baktériumokbdl a tenyészet és a taldlmany szerinti készitmény vi-

zes oldatanak kiilénbozo térfogataranyban torténd alkalmazasa mellett

A talalmany szerinti készitmény alabbi Osszetétell vizes oldatat alkalmaztuk:

QCX 1 oldat: 4 vegyes-% tetradecil-trimetil-ammoénium-oxalat;

200 mmol/l borkésav;

(pPH=4,0);

QCX 2 oldat: 6 vegyes-% tetradecil-trimetil-ammonium-oxalat;

300 mmol/l bork&sav;

(pH=4,0);

QCX 3 oldat: 8 vegyes-% tetradecil-trimetil-ammonium-oxalat,

400 mmol/1 borkdsav;

(pH=4,0);

QCX 4 oldat: 15 vegyes-% tetradecil-trimetil-ammonium-oxalat;

750 mmol/l borkésav;

(pH=4,0).

Négyszaz (400) ul térfogaty, LB-tapkozegben (10 g Trypton; 5 g élesztokivonat; 10 g
NaCl; H,O 1000 ml-ig) tenyésztett E. coli tenyészetet elegyitettiink a megfeleld oldat 2, 3 vagy
4 térfogatnyi mennyiségével, és azt a 2. példaban ismertetett standard eljarassal dolgoztuk fel.

A 3. abran az RNS-kinyerés hatasfokat abrazoltuk az 1. altalanos képletii kationos ve-
gyliletet és adalékanyagot tartalmazé készitmény vizes oldata térfogataranyanak figgvényében.

A kisérleti eredmények alapjan lathatd, hogy az RNS-kinyerés hatasfoka a kiilonb6zo
detergensoldatok 2 vagy 3 térfogatnyi mennyiségének alkalmazéasakor igen hasonl6. Amikor a
fenti oldatok 4 térfogatnyi mennyiségét alkalmaztuk, az RNS-kinyerés hatasfoka valamelyest
romlott. A detergensoldat 2 vagy 3 térfogatnyi mennyiségét tartalmazo6 elegyekben az 1., 2.
vagy 3. oldat alkalmazasaval hasonl6 hatasfokot értiink el.

Az izolalt RNS épségének ellenérzésére az RNS-t denaturalé agarézgéleken szétvalasz-

tottuk, és Northern-blot analizist végeztiink (lasd 4. abra).
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Az RNS-csikok vizualis vizsgalataval nagymértékben intakt riboszomalis RNS-csikokat
figyeltiink meg az agar6zgélen. Csak a 4. oldat alkalmazasakor kapott csikok esetében lattuk
az RNS részleges lebomlasat. Ezt a megfigyelést Northern-blot analizissel is igazoltuk, amelyen
E. coli ompA-t (,,kills6 membran protein A”*) kédol6 mRNS elleni probaval végeztiink hibri-
dizaciot.
*: Az ompA-mRNS viszonylag hosszi életli, 15 perc felezési idejii RNS-transzkriptum
[Nature 312, 75 (1984)].
Ezuttal is, az izolalt RNS bizonyos foki lebomlasat figyeltiik meg a 4. oldat alkalmaza-
sakor. Amikor a tobbi RNS-mintat hasonlitottuk 6ssze, a legélesebb ompA-mRNS-csikokat az
1. oldattal izolalt RNS-mintakban lattuk. Osszességében azonban, az 1-3. oldatokkal izolalt

RNS-mintak csak igen csekély mértékben killonboztek az izolalt RNS mindségének tekinteté-

ben.

s pey

kalmazasaval izolalt RNS denaturalé agarozgél-elektroforézisének és ompA Northern-blot

analizisének eredményét mutatjuk be.

4. példa
E. coli RNS stabilizalasa

A stabilizalas hatékonysaganak ellendrzésére olyan kisérleteket végeztiink, amelyekben

az RNS-polimeraz-inhibitor hatast rifampicint adtuk az E. coli sejtek sejttenyészt6 tapkozegé-
hez [FEBS Letters 440, 172 (1998)]. Ily médon, megakadalyozva az j RNS-transzkriptumok
képzodését, megkonnyitettilk az RNS-transzkriptumok lebomlasanak értékelését. Az inhibitor
hozzaadasat kovetéen meghatarozott idével, RNS-t izolaltunk a sejtekb6l. Kontrollként ha-
sonld eljarasnak alavetett, de az oldat hozzaadasa nélkiil izolalt RNS elegyeket alkalmaztunk
,,JRNeasy” standard eljaras). Az mRNS intaktsaganak ellendrzésére az RNS izolalasat kovetden
Northern-blot kisérleteket végeztiink.

Az 5. abran E. coli baktériumokbol rifampicin hozzaadasat kovetden, a talalmany szerinti
készitmény feloldasaval vagy anélkiil izolalt RNS alkalmazasaval végzett ompA (, kiilsé memb-
ran protein A”) Northern-blot analizis eredményét mutatjuk be.

Az ompA-mRNS az alkalmazott tenyésztési koriilmények mellett 15 perces féléletidejii
E. coli transzkriptum [Nature 312, 75 (1984)]. A Northern-blot analizis szerint (5. abra), a ta-
lalmany szerinti oldattal kezelt mintakban egyforma intenzitdsi ompA-mRNS-szignal mutat-

hat6 ki a vizsgalat teljes idGtartalma alatt (15 percig). Ezzel szemben, a detergens hozz4dadasa
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nélkiil feldolgozott mintakban az ompA-mRNS-transzkriptum mennyiségének jelentdés mértéki
csokkenése figyelhet6 meg mar 0-5. perc mulva.

A 6. abran E. coli baktériumokbol rifampicin hozzaadasat kovetden, a kationos kompo-
nenst és adalékanyagot tartalmazé készitmény vagy annak vizes oldata hozzaadasaval, vagy
anélkiil izolalt RNS alkalmazasaval végzett bla (B-laktamaz) Northern-blot analizis eredményét
mutatjuk be.

B-laktamaz (bla) mRNS Northern-blot analizisénél a hatas még nyilvanvalobb. Ennek az
mRNS-transzkriptumnak a féléletideje az alkalmazott tenyésztési korilmények mellett 2-5 perc
[Nature 312, 75 (1984)]. Amint az a 6. abra alapjan nyilvanvalo, ez a transzkriptum az oldat
hozzaadasaval izolalt RNS-mintakban hasonl6 szignélintenzitassal mutathat6 ki a vizsgalat tel-
jes idoGtartalma alatt. Masrészt, a detergensoldat hozzaadasa nélkiil alkalmazott kontroll tenyé-
szetekben a bla-mRNS-transzkriptum csaknem teljes eltiinését figyeltilk meg még akkor is, ha
az RNS-t azonnal (0. perc) feldolgoztuk. A két RNS-izolalasi eljarassal kapott bla-mRNS szig-
nalintenzitasaban megfigyelheto kiulonbség azt jelenti, hogy az mRNS azonnal stabilizalodott a
talalmany szerinti készitmény vizes oldatanak alkalmazasat kovetSen.

Ezek a kisérletek azt mutatjak, hogy a talalmany szerinti készitmény alkalmazasa leheto-
vé teszi a bakterialis RNS expresszids mintazatok rogzitését folyékony tenyészetekben az izo-

lalasi eljarasbol fakado, az expresszids mintazatot torzitod esetleges melléktermékek keletkezése

nélkil.

5. példa
RNS stabilizalasa tetradecil-trimetil-ammoénium-bromidd alkalmazasaval (TTAB) alkal-

mazasaval
Az alabb ismertetett kisérletekben az alabbi dsszetételli TTAB-oldatot alkalmaztunk:

4 vegyes-% TTAB,
200 mmol/l borkésav;

(pH=4,0).
A kiilonbozd baktériumfajok tobbek kozott sejtfaluk Osszetételében is kiilonboznek.

Kiilonbozd fajok alkalmazasanal a sejtlizis kritikus 1épés az RNS izolalasaban. Az enzimatikus

sejtlizissel szemben, amely kiilonosen Gram-negativ baktériumfajok esetében ad j6 eredményt,

a mechanikai behatassal végzett sejtlizis potencialisan valamennyi faj lizalasara alkalmazhato6.
Az alabbi, 2. tablazatban a technika allasa szerint ismert eljarasokkal (RNeasy lizozimmel

altal kozvetitett sejtlizissel) elérhetd hatasfokokat hasonlitjuk dssze a talalmany szerinti készit-
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mény, RNeasy €s lizozimemésztés, valamint a taldlmany szerinti készitmény, RNeasy és szem-
csés darald (,,bead mill”) alkalmazasaval elosegitett enzimatikus emésztéssel elérhetd eredmé-
nyekkel. Szemcsés darald (,,bead mill’, , MM 300”; Messrs QIAGEN) alkalmazasakor, téte-
lenként 50 mg, savas kozegben mosott liveggyongyot (150-600 pm atmérd) hasznaltunk. A
sejtlizist a szemcsés daraldo késziilékben S percig végeztiitk, maximalis rezgési intenzitassal

(30 Hz).

2. tablazat
Az RNS-kinverés hatasfoka 1x10® B subtilis sejtbdl kiilonbozd seitlizis eliarasok és RNeasy®

RNS-izolald eljaras alkalmazasaval

Sejtlizis Emésztés TTAB-oldat + TTAB-oldat + ,bead
lizomimmel emésztés lizozimmel | mill” + emésztés
lizozimmel
B. subtilis LB- 7 ug 15 pug 19 ug
tapkozegben

B. subtilis asvanyi 3ug 8 ug 10 ug
anyagokat tartalma-

z6 tapkozegben

Az dsszehasonlitas alapjan nyilvanvalo, hogy a talalmany szerinti készitmény alkalmaza-
saval végzett RNS-izolalas mechanikai lizalo eljarassal kombinalva a kinyert RNS mennyiségé-
nek durvan 25%-os novekedését eredményezi az oldat és enzimatikus sejtlizis alkalmazasahoz
képest (2. tablazat). A szokasos RNeasy-eljarassal 6sszehasonlitva, a mechanikai sejtlizis és a
detergensoldat alkalmazasa atlagosan megharomszorozta az atlagos hatasfokot.

Ezek az eredmények egyértelmiien arra utalnak, hogy a detergensoldat alkalmazasa mel-
lett végzett enzimatikus sejtlizis a Gram-pozitiv B. subtilis sejtekben is hatékony, ami azt je-
lenti, hogy ebben az esetben a mechanikai sejtlizis el is hagyhato.

Amint azonban az alabbiakban ismertetett kisérlet eredményei mutatjak, a mechanikai
lizalo eljaras, példaul a szemcsés daralé alkalmazasa - enzimatikus sejtlizis nélkiil — megnyitja a
lehetdséget arra, hogy a hatasfokot durvan 6-szorosara noveljikk az enzimatikus vagy mechani-
kai sejtlizis alkalmazasaval elért eredményekhez képest.

Kiindulasi anyagként Bacillus subtilis LB-tapkozegben szaporitott tenyészetét alkal-

maztuk. Minden esetben 1,8x10°® sejtbdl nyert RNS mennyiségét hasonlitottuk ossze (3. tabla-
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zat). A mintak egy részénél a sejtlizist szemcsés daraldo ("MM300 bead mill”, gyarto: Messrs
QIAGEN) alkalmazasaval végeztiik, tételenként 50 mg, savas kozegben mosott iiveggyongy
(150-600 um atmérd) hasznalataval. A sejtlizist a szemcsés darald késziilékben 5 percig vé-
geztitk, maximalis rezgési intenzitassal (30 Hz). A mintak tovabbi csoportjaban, a sejteket nem
vetettitkk ala sem mechanikai, sem enzimatikus lizalasnak [hivatkozas: J. Microbiol. Methods

44,235 (2001)] (Promega, ,,SV Total RNA Isolation System”).

3. tablazat

Az RNS-kinverés hatasfoka Bacillus subtilis baktériumokbdl az alkalmazott sejtlizis eljaras és

TTAB-oldat hozzaadéasanak fliggvényében

Enzimatikus vagy mechani- mechanikai sejtlizis

kai sejtlizis nélkul

TTAB-oldat alkalmazasa 3ug 18 ug
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. OsszetevOként az

Y'R1RR3RX

altalanos képletii kationos vegytiiletet - ahol:

Y jelentése nitrogén vagy foszfor;

Ry, Ry, R; és Ry jelentése egymastol fiiggetleniil elagazas nélkili vagy elagazo C,;-
Cyo-alkil-csoport és/vagy C;-Cyo-aril-csoport vagy Cs-Cos-aralkil-csoport; és

X jelentése szervetlen vagy szerves, egy- vagy tobbbazisu sav anionja; -

valamint legalabb egy protondonort tartalmazé készitmény alkalmazasa,

mikroorganizmusokbol, példaul prokariotakbol, gombakbol, protozoonokbol vagy al-
gakbol szarmazo6 nukleinsavak stabilizalasara és/vagy azok izolalasara.

2. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, ahol Y jelentése nitrogén.

3. Az 1 vagy 2. igénypont szerinti alkalmazas, ahol R, jelentése magasabb szénatomos,
elényosen 12, 14 vagy 16 szénatomos alkilcsoport; és R;, Rs és Ry jelentése minden esetben
metilcsoport.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas, ahol X jelentése halogénsav ani-
onja, vagy egy- vagy kétbazisu szerves sav anionja.

5. A 4. igénypont szerinti alkalmazas, ahol X'-anion jelentése bromid, klorid, foszfat,
szulfat, formiat, acetat, propionat, oxalat, malonat, szukcinat vagy citrat.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas, ahol a készitmény protondonor-
ként telitett alifas monokarbonsavat, telitetlen alkenil-karbonsavat, telitett és/vagy telitetlen
alifas C,-Cs-dikarbonsavat és/vagy trikarbonsavat, alifas keto-karbonsavat, aminosavat, vagy
szervetlen savat, vagy azok soit tartalmazza egymagaban, vagy valamilyen kombinacioban.

7. A 6. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a készitmény alifas monokarbonsavként C;-
Ce-alkil-karbonsavat, eldnyosen ecetsavat, propionsavat, n-vajsavat, n-valeriansavat, izovale-
riansavat, etil-metil-ecetsavat (2-metil-vajsavat 2,2-dimetil-propionsavat (pivalinsavat), n-
hexansavat, n-oktansavat, n-dekéansavat, vagy n-dodekansavat (laurinsavat) tartalmaz; vagy a
fenti savak valamilyen kombinaciojat tartalmazza.

8. A 6. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a készitmény alifas alkenil-karbonsavként ak-
rilsavat (propénsavat), metakrilsavat, krotonsavat, izokrotonsavat vagy vinil-ecetsavat tartal-

maz, vagy azok valamilyen kombinacigjat tartalmazza.
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9. A 6. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a készitmény telitett alifas C,-Cs-dikarbonsav-
ként oxalsavat, malonsavat, borostyankdsavat, glutarsavat vagy adipinsavat tartalmaz, vagy az
emlitett savak valamilyen kombinaciojat tartalmazza.

10. A 9. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a készitmény protondonorként alifas
dikarbonsavat, elénydsen oxalsavat vagy borostyankdsavat tartalmaz; vagy az emlitett savak
valamilyen kombinaciojat tartalmazza.

11. A 6. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a készitmény protondonorként alifas hidroxi-
di- és/vagy —trikarbonsavat, elényosen borkdsavat, D-(+)-, L-(-) és/vagy DL-malonsavat, (2R,
3R)-(+)-borkdsavat, (2S, 3S)-(-)-borkdsavat, mezo-borkdsavat, citromsavat; telitetlen dikar-
bonsavat, elénydsen malonsavat és/vagy fumarsavat; telitetlen trikarbonsavat, elénydsen ako-
nitsavat; alifas ketodikarbonsavat, eldny6sen mezoxalsavat és/vagy oxalecetsavat; aminosavat,
elénydsen amino-ecetsavat (glicint), a-amino-propionsavat (alanint), o.-amino-izovaleriansavat
(valint), o-amino-izo-kapronsavat (leucint) és/vagy a-amino-B-metil-valeriansavat (izoleucint)
vagy a felsorolt savak és/vagy aminosavak barmely kombinaciojat tartalmazza.

12. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy a ké-
szitményt vizes oldat formajaban alkalmazzuk.

13. A 12. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy a kationos komponens
koncentracioja a készitmény vizes oldataban 0,01 vegyes-%o €s telitettség kozott van; eldnyo-
sen 0,1 vegyes-% és 10 vegyes-% kozott van; még elényosebben 0,5 vegyes-% €s 8 vegyes-%
kozott van, és legelénydsebben 2 vegyes-% €s 6 vegyes-% kozott van.

14. Az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas, ahol a nukleinsavak
prokariotakbdl, példaul archaebaktériumokbol (példaul Methanothermobacter marbirgensis)
vagy eubaktériumokbol szarmaznak.

15. A 14. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a nukleinsavak Gram-pozitiv baktériumok-
bol szarmaznak.

16. A 15. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a nukleinsavak az alabb felsorolt Gram-
pozitiv baktériumok valamelyikébdl szirmaznak: Bacillus (példaul Bacillus subtilis),
Staphylococcus  (példaul Staphylococcus aureus vagy Staphylococcus epidermidis),
Streptomyces (példaul Streptomyces coelicotor vagy Streptomyces lividans), Flavobacterium
(példaul Flavobacterium johsoniae), Mycobacterium (példaul Mycobacterium avium),
Streptococcus, Clostridiumok (példaul Clostridium difficile, Clostridium tetani vagy

Clostridium  perfringens), Listeria, Peptococcus, Peptostreptococcus, Enterococcus,
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Corynebacterium (példaul Corynebacterium diphteriae vagy Corynebacterium glutamicum),
Propionibacter vagy Lactobacillus.

17. A 14. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a nukleinsavak Gram-negativ baktériumok-
bol szarmaznak.

18. A 17. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a nukleinsavak a kovetkezd Gram-negativ
baktériumok valamelyikéb6l szarmaznak: Escherichia (példaul Escherichia coli), Pseudomonas
(példaul Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida vagy Pseudomonas syringae),
Klebsiella (példaul Klebsiella pneumoniae), Salmonella (példaul Salmonella typhimurium),
Shinorhizobium (példaul Shinorhizobium meliloti), Campylobacter, Neisseria (példaul
Neisseria gonorrhoae vagy Neisseria meningitidis), Vibrio (példaul Vibrio cholerae), Shigella,
Serratia, Enterobacter, Acinetobacter, Proteus, Yersinia, Brucella (példaul Brucella abortus),
Haemophilus (példaul Haemophilus influenzae), Bacteroides, Helicobacter (példaul
Helicobacter pylori), Bordetella, Legionella vagy Pasteurella.

19. A 14. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a nukleinsavak Chlamydiabol, fototrop
baktériumbol, Mycoplasmabol, példaul Mycoplasma penetransbol, Rickettsiabol, Spirochetak-
bél vagy Spirillumokbdl szarmaznak.

20. Az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas, ahol a nukleinsavak eukariota
mikroorganizmusokbol szarmaznak.

21. A 20. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a nukleinsavak dermatophytonok csoport-
jaba tartoz6 gombakbol, élesztégombakbol, penészgombakbol vagy dimorf gombakbdl szar-
maznak.

22. A 21. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a nukleinsavak Saccharomyces éleszto-
gombakbol - példaul Saccharomyces cerevisiae -, Candida - példaul Candida albicans -, vagy
Cryptococcus, - példaul Cryptococcus neofomans — élesztégombakbol; az Aspergillus nemzet-
ségbe tartozd penészgombakbol, példaul Aspergillus fumigatus gombakbol vagy penészgom-
bakbol, példaul a Penicillium vagy példdul a Mucor nemzetségbe tartozo gombakbdl szarmaz-
nak.

23. A 20. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a nukleinsavak algakbol vagy protozoonok-
bol, példaul tripanoszomakbol, toxoplasmakbol, amoebakbol, plasmodiumokbdl vagy ostoro-
sokbdl szarmaznak.

24 Az 1-23. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas, ahol a baktériumokat, gomba-
kat, protozoonokat vagy algakat enzimatikus, mechanikai, termalis vagy kémiai Gton, vagy a

felsorolt lizalo eljarasok kombinacidjanak alkalmazasaval lizaljuk.
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25. Az 1-24. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas, ahol a készitmény pH-ja 2 és
12 kozott, elényosen 2 és 8 kozott, eldnydsebben 2 és 5 kozott van.

26. Eljaras az 1-13. igénypontok barmelyikében ismertetett készitmény elballitasara, az-
zal jellemezve, hogy az egyes komponenseket - adott esetben, vizes oldatban — kombinaljuk, és
elegyitjiik egymassal.

27. Diagnosztikus készitmény, amely az 1-13. igénypontok barmelyikében ismertetett ké-

szitményt tartalmaz.
28. Reagenskészlet nukleinsavak stabilizélasara, amely az 1-13. igénypontok barmelyiké-

ben ismertetett készitményt tartalmaz.

29. Elegy, amely a 14-23. igénypontok barmelyikében ismertetett biologiai mintat és az

1-17. igénypontok barmelyikében ismertetett készitményt tartalmaz, adott esetben, mas koto-

anyagokkal egyuitt.

A meghatalmazott:
DANUBIA

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.
/

dr. Péflé A

szabadalmi igyvivd
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