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(57) Abstract

The description relates to a process for isolating nucleic acids by the lysis of intact cells and the removal of the nucleic ac-
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(57) Zusammenfassung

Es wird ein Verfahren beschrieben, zur Isolierung von Nukleinsduren durch Lyse intakter Zellen und Entfernung der aus

den lysierten Zellen ausgetretenen Nukleinsduren, dadurch gekennzeichnet, dak a) die Zellen in einer pordsen Matrix immobili-
siert werden, wobei die Grofe der Hohlrdiume der Matrix in der GroRenordnung des zu lysierenden Zelltyps liegt, b) die Zellen
lysiert werden, ¢) die Nukleinsduren auf der Matrixoberfléiche fixiert werden und danach d) eluiert werden. Es wird ebenfalls ei-
ne Vorrichtung zur Durchfiihrung des erfindungsgeméBen Verfahrens beschrieben.
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nyorrichtung und Verfahren zur Isolierung

‘von Nukleinsduren aus Zellsuspensionen"

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Isolierung
von Nukleinsauren durch Lysis intakter Zellen und Ent-
fernung der aus den lysierten Zellen ausgetretenen
Nukleinsauren sowie eine Vorrichtung zur Durchfihrung

dieses Verfahrens.

Die Reinigung von Nukleinsduren spielt eine zentrale
Rolle in der modernen Molekularbiologie. Nukleinsduren
dienen als Ausgangsmaterial fir Genklonierungen und
genetische Analysen in der labordiagnostischen Forschung
und im routinemdfigen Einsatz. Zum Beispiel wird auf
Nukleinsdurebasis die Analyse genetischer Erkrankungen
von Blutzellen, Virus- und Bakterienanalytik aus Blut,
Urin, Stuhl oder Sekreten durchgefihrt. Der Analyse aus
Vollblut kommt dabei besondere klinische Bedeutung 2zu.

tblicherweise werden Nukleinsduren aus Zellen gewonnen.
Dabei werden Zellen beispielsweise unter stark denaturie-
renden und gegebenenfalls reduzierenden Bedingungen auf-
geschlossen (Maniatis, T., Fritsch, E.F. & Sambrook, S.,
1982, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor University Press, Cold Spring Harborn). Weit ver-
breitet ist der AufschluB der Zellen mit Detergenzien als
denaturierende Reagenzien und die Verwendung von bestimm-
ten Enzymen zum Abbau der Proteinstukturen und nuklein-
saurespaltenden Enzymen. So werden beispielsweise Natrium-
dodecylsulfat (SDS) und EDTA als denaturierende Agenzien
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verwendet und Proteinase K. Das Ergebnis dieses Auf-
schluBverfahrens ist meistens eine hochviskose gallert-
artige Struktur, aus der die Nukleinsduren mittels Phenol-
extraktion isoliert werden. Die Nukleinsiuren bleiben
dabei in groBfer Linge erhalten und werden nach Dialyse
und Préazipitation aus der wéssrigen Phase entfernt.
Dieses AufschluBverfahren ist gegenilber Nicht-Nuklein-

‘'sdure~Strukturen so aggresiv, daB dem Verfahren auch

Gewebestlicke unterworfen werden kénnen. Wegen der ar-
beitsintensiven Technik mit mehrfachem Wechsel der Re-
aktionsgefédBe ist diese Methode jedoch fiir grofe Proben-
aufkommen und Rountineprdparationen ungunstig. Dieses
Verfahren ist zwar automatisierbar, jedoch bewaltigt eine
handelstibliche Apparatur gegenwdrtig etwa 8 Proben gleich-
zeitig in vier Stunden (applied Biosystems A 371). Das
Verfahren ist somit teuer und eignet sich nicht fir die
Durchschleusung groBSer Probenserien. Weiterhin ist nach-
teilhaft, daB die Folgereaktionen, wie enzymatische Am-
plifikation, infolge der groBen Liangen der isolierten
Nukleinsduren gestért ist. Dariilber hinaus sind die an-
fallenden Ldsungen hochviskos und schwer handhabbar.
Insbesondere DNA sehr groBer Linge ist eher stérend, da
die mit dem Verfahren gemdB im Stand der Technik gewonnen
Nukleinsduren gesondert verkleinert werden mussen, um
weiterverarbeitet werden zu kdénnen.

Der AufschluB von Zellen in alkalischem Milieu in Gegen-
wart von Detergenzien, ist technisch zwar einfach, liefert
jedoch auch Nukleinsduren mit groBer Lange.

An die Rohprédparation der Nukleinsiuren schliefen sich
Folgereaktionen an. Diese Folgereaktionen erfordern eine
bestimmte Qualitdt der Nukleinsduren. So muB diese wei-
testgehend unversehrt sein, die Ausbeute der Praparation
muB hoch und reproduzierbar sein. Der Praparationsweg muf
einfach und wirtschaftlich sein und die Méglichkeit zur
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Automation bieten. Sie muB eine Prédparation der Nuklein-
sdure ohne Gefahr durch Kreuzkontamination anderer Proben
erméglichen, insbesondere wenn enzymatische Amplifi-
kationsreaktionen, wie Polymerase Chain Reaction (PCR)
(saiki, R., Gelfand, D.H., Stoffel, S., Scharf, S§.J.,
Higuchi, R., Horn, G.T., Mullis, K.B. & Erlich, H. A.
(1988), Science 239, 487 - 491) und Ligase Chain Reaction
(LCR) (EP-A-88 311 741.8), Anwendung finden. Daher ist es
wiinschenswert, die Nukleinsduren in nicht zu groBer
Kettenldnge zu erhalten, die Zellen méglichst quanitativ
aufzuschlieBen und im Ubrigen die oben genannten Nach-
teile der im Stand der Technik bekannten AufschluBver-

fahren zu vermeiden.

Das der Erfindung zugrundeliegende technische Problem ist
somit die Bereitstellung eines verbesserten Verfahrens
zur Isolierung von Nukleinsduren aus intakten Zellen,
insbesondere soll die dabei anfallende Nukleinsdure sich
durch nicht zu groBe Kettenldngen auszeichnen, in wenigen
Schritten isolierbar sein und direkt den erforderlichen
Folgereaktionen unterworfen werden kénnen.

Dieses technische Problem wird gelést durch ein Verfahren
zur Isolierung von Nukleinsduren durch Lysis intakter
Zellen und Entfernung der aus den lysierten Zellen ausge-
tretenen Nukleinsduren, dadurch gekennzeichnet, daB

a) die Zellen in einer pordsen Matrix immobilisiert
werden, wobeili die GréBe der Hohlrdaume der Matrix in
der GréRenordnung des zu lysierenden Zelltyps liegt,

b) die Zellen lysiert werden,

c) die Nukleinsduren auf der Matrixoberfldche fixiert

werden und danach

d) eluiert werden.
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Die Matrix besteht vorzugsweise aus pordsen, anorganischen
oder organischen Polymeren, wobei die Oberflidcheneigen-
schaften des die Matrix bildenden Materials dafiir sorgen,
daB die Zellen reversibel oder irreversibel an der Ober-
flache immobilisiert werden. Vorzugsweise betrdgt die
GréBe der Hohlrdume des die Matrix bildenden Materials 1
bis 50 pm. Besonders bevorzugt sind HohlraumgréBen von 5
bis 15 pm. Erreicht werden kann dies in einer bevorzugten
Ausfihrungsform des erfindungsgemidBen Verfahrens, wenn
die Partikelgrdfe des die Matrix bildenden Materials 15
bis 25 um betrigt.

Die in der Matrix immobilisierten Zellen werden vorzugs-
weise durch physikalische oder chemische Einwirkung
lysiert. Dabei kann die Lyse entweder mechanisch wie mit
Ultraschall oder durch Scherkrifte, osmotischem Schock
oder chemisch mittels Detergenzien oder alkalischem Auf-
schluf erreicht werden.

In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform weist die
Oberflache des die Matrix bildenden Materials Ionenaus-
tauschereigenschaften auf. Insbesondere bei Verwendung
von Anionenaustauschern kann dann die aus der lysierten
Zelle austretende Nukleinsiure reversibel an die Ober-
flache des die Matrix bildenden Materials gebunden werden,
um nach verschiedenen Waschoperationen dann durch Ein-
stellen hoher Ionenstédrken eluiert zu werden.

Die erfindungsgemédBe Verfahrensweise fiihrt zur Praparation
von Nukleinsduren mit hoher Reinheit und erlaubt es, eine
qualitativ und quantitativ reproduzierbare Analytik durch-
zufihren, insbesondere in Kombination mit enzymatischen
Verfahren 2zur Amplifikation wvon Nukleinsduren. Es hat
sich gezeigt, da® milde AufschluBmethoden mit Detergenzien
oder physikalische Aufschlufmethoden, wie Erhitzen einer
Probe, die Folgeanwendungen erleichtert. Man erhidlt bei

!

*



WO 92/07863

10

15

20

25

30

PCI/EP91/02017

Anwendung des erfindungsgemdBfen Verfahrens zum Beispiel
kiirzere zelluldre DNA (< 200 kb) beziehungsweise Gesamt-
nukleinsduren aus der Zelle. Die Ursachen fir eine limi-
tierte Spaltung der Nukleinsduren sind nicht vollstédndig
bekannt. Die milden AufschluBmethoden scheinen jedoch zu
einer partiellen Degradation der Nukleinsdure zu fdhren.

Fir die reproduzierbare Arbeitsweise ist es vorteilhaft,
eine Matrix mit Ionenaustauschereigenschaften zu ver-
wenden, so daB die freigesetzten Nukleinsduren an dieser
Oberfldche haften kénnen und den 2Zugriff abbauender
Enzyme entzogen sind. Es werden dann Nukleinsduren mit
fast idealer Lange far die Folgereaktionen, wie PCR,

gewonnen.

Sollen zum Beispiel weiBfe Sduger-Blutzellen aufgeschlossen
werden, mussen zundchst die DNA-freien Erythrozyten ent-
fernt werden. Verschiedene Verfahren dazu sind bekannt,
wie zum Beispiel Gradientenzentrifugation oder Extraktion
der Zellen mittels oberflachengekoppelter Antikorper
(anti-HLA-Magnetobeads). Als besonders vorteilhaft hat
sich erwiesen, die Erythrozyten mittels Dextran zu agglo-
merieren und ohne Zentrifugation abzutrennen. Der Uber-
stand enth&lt die anderen Blutzellen und weniger als
1/100 der anfanglichen Erythrozytenkonzentration. Die
weiBen Blutzellen werden dann nach dem erfindungsgeméfen
Verfahren aus der Suspension in die Poren der Matrix
Uberfithrt. Dies geschieht durch Druckdifferenz oder Zen-
trifugationskrdfte. Es hat sich herausgestellt, daB es
nicht geniigt, Zellen beispielsweise durch einfache Zen-
trifugation, durch Ausbildung eines Pellets oder durch
eine Filtration iiber engmaschige Membranen konzentrieren,
da dann der erfindungsgemdBe Zellaufschluf nicht mehr
zuverldssig erfolgt. Dadurch entstehende, relativ dichte
Zellverbdnde mit direktem Zell/Zell-Kontakt kénnen nur
unzureichend mit den milden nicht-ionischen Reagenzien
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aufgeschlossen werden. Es werden dabei wahrscheinlich nur
diejenigen Zellen 1lysiert, die sich an der Oberfliche
eines solchen Zellkonzentrats befinden. Durch das erfin-
dungsgemidBe Verfahren wird sichergestellt, daB eine solche "
Pelletierung nicht einsetzt. Hierbei werden die Zellen
durch eine Art Tiefenfiltration in der Matrix konzen-
triert, d. h. in einem kleinen Volumenelement eingefangen.
Das bedeutet, daB Zellen praktisch isoliert in der Matrix
héngenbleiben, jedoch nicht ibereinander liegen. Erfin-
dungsgemdB erreicht wird dies durch die Verwendung einer
pordésen Matrix zum Beispiel einem Partikelbett, dessen
Zwischenrdume in der GréBenordnung der ZellgrdBe liegt.
Die Zellen dringen dann bis zu einer bestimmten Tiefe in
diese Matrix ein. Beil einer bevorzugten Ausfithrungsform
des erfindungsgemdBen Verfahrens kommen Silicalgelpartikel
zum Einsatz mit einer PartikelgréBe von vorzugsweise 15
bis 25 pm, so daB Zwischenkornabstdnde von 1 bis 50 L,
vorzugsweise 5 bis 15 um, entstehen. Die durchschnittliche
Grofe von Erythrozyten betridgt 2 pm von Lymphozyten unge-
fdhr 8 pm und von Monozyten etwa 15 um.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform werden zur
Immobilisierung Partikel verwendet, die in einem inerten
Netzwerk aus Membranen, vorzugsweise Teflon, eingebettet
sind, wobei die Zwischenrdume wiederum in etwa der
Dimension der zu lysierenden Zellen entsprechen. Dadurch
wird gewdhrleistet, daB sich die Zellen vorzugsweise
innerhalb des Netzwerks festsetzen und sich nicht, zum
Beispiel wie auf einem Sterilfilter, als dichte Packung
in Form eines Filterkuchens absetzen.

Zwischen den Zellen verbleiben enge Kandle, durch die
Lésungen ausgetauscht werden kénnen, wie zum Beispiel das »
Serum gegen die zell-lysierende Lésung. Da alle Zellen
fir Reagenzien gut zugdnglich sind, koénnen die milden :
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Lysebedingungen Verwendung finden, ohne daf Ausbeutever-
luste zu befiirchten sind.

In einer besonders _bevorzugten Ausfilhrungsform weisen die
Partikel Ionenaustauschereigenschaften auf, wie sie bei-
spielsweise in der DE-PS 32 11 305 beschrieben werden.
Fiir die Ausfiihrungsform auf Membranbasis hat sich ein
Ionenaustauscher auf Silicagelbasis mit PartikelgréBen
zwischen 15 und 25 um und PorengréBen von 1500 A als
besonders geeignet erwiesen. Der direkte raumliche Kon-
takt zu allen lysierenden Zellen gewdhrleistet, daB die
DNA nach der Lyse und partiellen Degradation direkt an
der Oberfldche der Festphase fixiert wird und so vor
weiterfiihrenden Angriffen der Nukleasen geschiitzt ist. In
diesem Zustand kénnen die kontaminierenden Bestandteile
leicht ausgewaschen werden, gefolgt von der Elution der
sauberen Nukleinsdure in einem kleinen Volumen. Man er-
hdlt so reproduzierbare Kettenldngen von durchschnittlich
5 bis 20 kb. Weniger als 10% sind kirzer als 5 kb unter -
den Aufschlufbedingungen, wie sie in Bespiel 2 beschrieben
werden. Dies stellt eine optimale Langenverteilung fir
eine anschlieBende enzymatische Nukleinsdureamplifikation
dar. Es wurde ebenfalls uberraschend festgestellt, daB
die gewilinschte GrdéBenverteilung bei der Leukozytenprépa-
ration mit Dextran reproduzierbar erreicht wird, w&hrend
eine Préparation liber Ficoll im Gradienten gewdhnlich zu
klirzeren Fragmenten (500 bis 1000 bp) fihrt.

Es hat sich herausgestellt, daB das erfindungsgemdBe
Verfahren in besonders glinstiger Weise mittels der erfin-
dungsgemd beanspruchten Vorrichtung, die im folgenden
beschrieben werden soll, durchgefilhrt werden kann. Die
erfindungsgemdfe Vorrichtung besteht aus einem Hohlkérper
(4), in dem die die Zellen aufnehmende Matrix (1) zwischen
2 pordsen Einrichtungen (2, 3) angeordnet ist. Die Poren-
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gréBe der Einrichtung 2, 3, vorzugsweise Polyethylen-
oder Glasfritten, muf dabei gréRBer sein als die Hohlraum-
gréBe des die Matrix 1 bildenden Materials. Vorzugsweise
haben die Einrichtungen 2, 3 eine Porengréfe von 50 bis
100 pum, wobei die HohlraumgréBe des die Matrix 1 bilden-
den Materials etwa 1 bis 50 um betrigt.

In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform ist die
Matrix 1 eine netzartige Membran mit einer Vielzahl von 1
bis 50 um groBen freien Poren, die 2zus&dtzlich Ionenaus-
tauscherpartikel aufweist. In den freien Poren werden
dann die Zellen immobilisiert, wobei auf den in dieser
Matrix befindlichen Ionenaustauscherpartikeln die frei-
gesetzten Nukleinsduren absorbiert werden.

Eine ebenfalls bevorzugte Ausfihrungsform stellt eine
Vorrichtung dar, bei der das die Matrix 1 bildende
Material ein partikelfdrmiges organisches oder anorga-
nisches Polymeres ist. Vorzugsweise ist das die Matrix .
1 bildende Material ein Kieselgel mit Ionenaustauscher-
eigenschaften und einer Partikelgréfe von 15 bis 25 um.

Die Abbildung 1 zeigt ein besonders bevorzugtes Ausfiith-
rungsbeispiel der erfindungsgemdBen Vorrichtung. Der
Hohlkérper 4 kann zum Beispiel ein handelsiibliches Réhr-
chen (MoBiCol, MoBiTec, Géttigen oder Millipore UFC3
OHW25) sein. Zwischen zwei eng eingepressten Einrichtun-
gen 2, 3, zum Beispiel Polyethylenfritten mit einer
PorengréBe von 50 bis 100 um, befindet sich eine Membran
mit 5 bis 10 pm groBen freien Poren, welche ebenfalls
Kieselgel (1500 A PorengrdBe, 15 um PartikelgréBe) mit
Anionenaustauschereigenschaften enthdlt. Die Membran
weist eine Dicke von ca. 1 mm auf. Die Kapazitdt des

Ionenaustauschermaterials ist etwa 15 pg DNA. Durch

Ubereinanderlegen entsprechender Membranen 1&Rt sich
selbstverstandlich die Kapazitdt fiir DNA erhéhen. Bei
geringer  mechanische Belastung ist auch ein



WO 92/07863

10

15

20

25

30

PCI/EP91/02017

randstédndiges VerschweiBfen oder Verkleben der Membran
denkbar, wodurch die stabilisierende Wirkung der Einrich-
tungen 2, 3 entfallen kann, so daB die Membran den
Hohlkérper 4 ohne die Einrichtungen verschlieBt.

Es ist ebenfalls méglich, mit dem beschriebenen Kieselgel
kleine Sé&ulen 2zu flllen, das 2zwischen 2 Polyethylen-
Fritten mit einer PorengréBe von 35 um angeordnet ist.
Vorzugsweise wird die obere Einrichtung 2 mit groéBeren
Poren (70 um) gewdhlt. Die MoBiCol-S&ulen werden mit ca.
70 mg Ionenaustauschergel entsprechend 3 mm Fillhche
beschickt. Beziglich Plasmid-DNA ergibt sich eine Kapa-
zitat von 150 pg DNA.

Beispiel 1

Zelluldre DNA-Prédparation aus Blut:

6 ml Citrat-Blut werden in einem 12 ml PPN-RShrchen mit
0,12 g Dextran (MW 250.000) homogen versetzt und flir 60
min. bei Raumtemperatur inkubiert. Dextran und Erythro-
zyten bilden Aggregate, die innerhalb 45 min. sedimen-
tieren. Der helle Uberstand enthdlt die Leukozyten an-
ndhernd in der natlrlichen Zusammensetzung ((1 - 5 x 108
Leukozyten/ml, Erythroz./Leukoz. ca. 2/1. 0,5 ml dieses
Uberstandes werden auf die Vorrichtung aufgetragen und
durch Zentrifugation oder Druck durch den Filter ge-
leitet. Die Zellen werden im Netzwerk zuriickgehalten.
Nach Durchtritt des Serums wird mit 1 x 0,5 ml Wasch-
lésung (PBS 120 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM KPi pH 7,4)

(phosphate buffered saline) gewaschen.

Danach werden die Zellen mit 125 pl einer 1%igen Lésung
eines nicht-ionischen Detergens (NP40; Tween 20) lysiert.
Mit 0,5 ml 750 mM KCI, 50 mM MOPS pH 7,0, 15% Ethanol
werden die Verunreinigungen ausgewaschen. Die DNA wird
entweder mit einem Hochsalzpuffer (1,2 M KCl, 50 mM, MOPS,
pH 7,0) (200 mM KOH) oder einem Alkalipuffer eluiert. Der
Vorteil des Alkalipuffers besteht darin, daBR nach Puffer-
zusatz zwecks Neutralisation beispielsweise direkt eine
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Nukleinsdure zundchst gefdllt werden muB. Es besteht
jedoch die Gefahr der Schddigung der DNA. In vielen
Fallen kann auch ein Aliquot der Hochsalzelution direkt
eingesetzt werden, wenn die Nukleinsdurekonzentration die
erforderliche Konzentration aufweist.

i
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Patentanspriauche

Verfahren zur Isolierung von Nukleinsduren durch
Lysis intakter Zellen und Entfernung der aus den
lysierten Zellen ausgetretenen Nukleinsduren, da-

durch gekennzeichnet, dasB

a) die Zellen in einer pordsen Matrix immobilisiert
werden, wobei die GrdéRe der Hohlrdume der Matrix
in der GréRenordnung des zu lysierenden Zelltyps

liegt,
b) die Zellen lysiert werden,
c) die Nukleinsduren auf der Matrixoberflache

fixiert werden und danach
a) eluiert werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daB die Matrix ein anorganisches oder organisches

Polymeres ist.

Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, dadurch ge-
kennzeichnet, daB die Matrix eine HohlraumgréBe von
1 bis 50 um aufweist.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
daB die Hohlrdume 5 bis 15 pm groB sind.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, daB die PartikelgréBe der Matrix 10
bis 50 um, insbesondere 15 bis 25 um betragt.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, daB die Zellen durch physikalische
oder chemische Einwirkungen lysiert werden.

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
daB die Lyse der Zellen durch Ultraschall, Scher-
krédfte, Detergenzien, Enzymen, osmotischer Schock
etc. oder Kombination davon erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, daB die Oberflidche der Matrix Ionen-
austauschereigenschaften aufweist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, daB die Nukleinsduren durch einen
Puffer mit hoher Ionenstdrke oder alkalisch eluiert
werden.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 9, wobei
zwischen den Schritten a)/b) und/oder b)/c) und/oder
c)/d) die Matrix gewaschen wird.

Vorrichtung zur Isolierung von Nukleinsduren aus
Zellen nach Aufschluf der Zellen gemadB einem der
Anspriche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die
zellenaufnehmende Matrix (1) in einem Hohlkdrper (4)
zwischen 2 pordsen Einrichtungen (2, 3) angeordnet
ist, wobei die PorengréBe der Einrichtungen (2, 3)
gréBer ist als die HohlraumgréBe des die Matrix (1)
bildenden Materials.

Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,
daB die Porengréfe der Einrichtungen (2, 3) 80 bis
100 pum und die HohlraumgrdBe des die Matrix (1)

bildenden Materials 1 bis 50 um betrigt.



[S

WO 92/07863

13.

14.

15.

PCT/EP91/02017

- 13 -

Vorrichtung nach Anspruch 11 und/oder 12, wobei die
Matrix (1) eine netzartige Membran ist mit einer
Vielzahl von 1 bis 50 um grofen freien Poren, die
zusdtzlich mit Ionenaustauscherpartikeln versehen

ist.

Vorrichtung nach Anspruch 11 und/oder 12, dadurch
gekennzeichnet, daB das die Matrix (1) bildende
Material ein organisches oder anorganisches Polymeres

ist.

Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet,
daB das die Matrix (1) bildende Material Kieselgel
mit Ionenaustauschereigenschaften ist und eine Par-
tikelgréBe von 15 bis 25 um aufweist.
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