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(54) VERFAHREN ZUR STABILISIERUNG VON NUKLEINSAUREN VOR DEREN ISOLIERUNG AUS BLUTPROBEN

(57) Es wird ein Verfahren zur Stabilisierung von Nu-
kleinsduren in einer Blutprobe und zur Isolierung von
Nukleinsiuren aus einer Blutprobe beschrieben, bei wel-
chem das Blut unmittelbar nach der Abnahme vom Patien-
ten mit Guanidiniumthiocynat gemischt wird, sodaB die
gesamten in der Blutprobe enthaltenen Nukleinsduren
wihrend der Weiterverarbeitung wvollstindig erhalten
bleiben.
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Dic Erfindung betriflt ein Verfahren zur Stabilisicrung von Nukleinséuren vor deren Isolierung aus

. Blutproben

Virale Infektionen konnen einerseits auf dem Klassischen Weg iiber den Nachweis von viralen Proteinen
oder Antikérpern gegen die Viren und andererseits durch den Nachwets der den Viren entsprechenden
Nukleinsiuren diagnostiziert werden.

Bei der zuletzt genannicn Methode muB man zwischen DNA Vu'en und RNA Viren, zu denen unter
Anderem HIV und das Hepatitis C Virus gehoren, unterscheiden.

Insbesondcrs beim Nachuweis von RNA Viren besteht auf Grund der geringen Stabilitat der
nachzuweiscnden Nukleinsiuren die Gefahr, da8 diese Nukleinsauren enzymatisch abgebaut werden, wenn
die Blutprobe nicht rasch in einem Labor weiterverarbeitet wird. Oft ist der Ort, an welchem dem Paticnten
Blut abgenommen wird nicht ident mit dem Ort, an dem das Blut analysiert wird. Bisher wurde daher aus
dem Blut durch Zentrifugieren Serum prepariert und dieses Serum fiir Transport und Aufbewahrung
eingefroren. Nach dem Auftauen wurden dann dic Nukieisiuren nach Standardprotokollen extrahicrt, wobci
die Viruspartikel aus dem Serum durch Zentrifugieren vor der Extraktion angereichert werden kénnen. Die
Nukleinsdurcn werden dann z.B. mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (,,PCR™) nachgewiesen.

Ein Nachteil dieses bekannten Verfahrens ist, da8 bei der Serumgewinnung die Gefahr besteht, dab die
Virus RNA abgebaut wird und somit nicht mehr nachgewiesen werden kann. insbesonders ¢ine quantitative
Bestimmung, welche auch fir die Diagnostik groBe Bedeutung hat, ist unmaglich. Weiters besteht keine
Moglichkeit, in Blutzellen integrierte Viren nachzuweisen und/oder sonstige RNA Spezies aus Blutzellen zu
isolieren (z.B. fur dic Tumor Friherkennung), da, wie oben beschrieben, nur das Serum zur Analyse
verwendet wird. Ein weiterer Nacheil ist, dab die bekannten Standardprotokollc zur Isolierung von RNA
vicle Manipulationen crfordem, womit cinerseits das Risiko fir das Personal crhéht wird, andererseits die
Gefahr einer Verschleppung von Probenmaterial zwischen den Proben steigt. Da die Nachweismethoden
jedoch sehr sensitiv sind, konnen schon geringste verschleppte Volumina cincr positiven Probe anderc
Proben falsch positiv werden lassen.

Aufgabe der voriicgenden Erfindung ist ¢s, ein Verfahren zur Stabilisierung von Nukleinséures ver deren
Isolierung aus Bluproben zu finden, bei dem dic zuvor genanmten Nachteile nicht aufireten.

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch gelSst, daB die Blutprobe unmitizlbar nach der Abnahme vom
Patienten mit Guanidiniumsalz, z.B. Guanidiniumthiocyanat, vermischt wird uné infolge dic Nukleinszuren

aus Blutzeller: sowie ven in Blutzellen oder im Serum cnthaltenen Viren nach an sich dekannten Vertzh—en

1soliert werdern. 2 — '
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Die Weiterverarbeitung kann z.B. mit folgenden Schritten erfoigen:

a) Isolicrung von DNA:
- Miscben der Blut-Guanidiniumsalz-Losung mit Athanol
- Abtrennen des aus dem vorigen Schritt resulticrenden, DNA haltigen Nicderschlags durch Zentrifugieren

- Waschen des Niederschlages mit Athanol und Auflisen des Niederschlages in wéissriger Losung

| b) Isolierung von RNA:

- Mischen der Blut-Guanidiniumsalz-Losung mit einem Gemisch aus Phenol und ciner wissrigen
Guanidiniumsalz-Lésung

- Zugabe von Chloroform

- Trennen in eine organische, proteinhaltige Phase und eine wassrige, RNA-haltige Phase durch
Zentnfugieren '

- Versetzen der wassngen Phase mut [sopropanol

- Abtrennen des aus dem vorigen Schritt resultierenden, RNA haltigen Nicderschlags durch Zentrifugicren
- Waschen des Niederschlages mit Athanol und Auflosen des Niederschiags in wassriger Losung

Erfindungsgemal liegt das Guanidiniumsaiz in Pulverform vor, wodurch im Vergleich mit einer
Guanidinjumsalz-Losung dic héhere Stabilitét des Guanidiniumsalzes genutzt wird. Vorzugsweise ist das
Guanidiniumsalz bereits in dem an sich bekannten zur Blutabnahme bestimmten System, z. B. in ciner
Eprouvette mut Unterdruck vorhanden und wird dartn mit dem Blut vermischt, bzw. auch danin aufgeldst.
Das erfindungsgemahc bevorzugte Mischungsverhaltnis ist 4 Millimol Guanidiniumsalz pro Milliliter Blut.
Das Guanidiniumsalz lysiert Blutzellen und Viruspartikel und denaturiert aligemein Proteine. Somit werden
insbesonders auch spezielie Nukleinsiure abbanende Enzyme (RNasen und DNasen) desaktiviert.

Je weniger Verfahrenschntte bzow. Pipettierschritie zur [solierung der Nukleinsuren notwendsg sind, desto

geringer ist das gesundhcitiiche Risiko fur das Laborpersonal und desto geringer ist auch das Risiko cincr

Verschleppung von Probenmatenal. Ist das Guandiniumsalz bereits im zur Blutabnahme bestimmien
(efdB enthalten (geschiossencs System), bedeutet dics einen Schritt wenuger und somit erhhte Sicherheit.
Das erfindungsgemalBe Verfahren ist gegeniber bisher bekannten Verfahren sicherer, schneller, einfacher

und crmdglicht dabei sowohi die Isolierung von Nukleinsduren der in Blutzellen enthaltenen Viren als auch
von Nukleinsduren von im Serum enthaltencn Viren, wobei die Stabilisicrung aller Nukleinsduren
gewdhrlcistet ist

Um das crfindungsgemalle Verfahren noch deutlicher darzustellen, wird nachfolgend ein kenkretes

Ausfihrungsbeispic! beschricben.

In ein evakuiertes Blulabnahme-Rérchen mit 0.94 g Guanidiniumthiocyarat in Pulverform werder 2 m

1

lut abgencmimen. Aliemativ dazu kaan mit einer herkommlichen Spritze Vollblut abgenommen und 2 mil
dzvon ir einer: Behlier mit 0,94 g Guanidiniumthuocyanat transferiert werden. Durch Schutteln des
geschlossenen Behalters 1st sich das Guanidiniumthiocvanat tm Blut auf. Das Guanidinumthiocvarat
bewarkt, dad Biutzellen und Viruspartikel lysient werden und Proteins denatunert werden. Semut werden

zuch Nuklcasen desaktiviert In dicsem stzbilisienen Zustand kann die Blut-Guaridiniumthiocyanat-Lésung
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bei Raumtemperatur transportiert oder bis zu 24 Stunden gelagert werden. Zur langeren Lagerung ist eine
Kihlung auf -20°C notwendig.

Zur Isolierung der DNA werden 500 yi der Blut-Guanidiniumthiocyanat-Lésung mit 500 pl 4 M
Guanidiniumthiocyanat-Lasung, gepuffert mit 0.1 M Tns/Cl, pH 8, gemischt. Durch Zugabe von 500 ¢l
99%-igem Athanol wird DNA prazipitiert und durch Zentrifugieren bei 135 .000xg fiir 5 min. pelletiert.
Nach zweimaligem Waschen des Niederschlags mit 95%-igem Athanol wird der DNA haltige Niederschlag
in wassrigem Puffer oder in Wasser gelost.

Zur Isolierung der RNA werden 3 ml eines Gemisches aus Phenol und einer wéssrigen
Guanidiniumthiocyanat-Losung, im Verhaltnis 3 Teile Phenol, gesattigt und gepuffert mit 0.1 M Tnis/Cl,
pH 8, und | Teil 4 M Guanidiniumthiocyanat-Losung in Aqua dest., der Blut-Guanidiniumthiocyanat-
Lésung beigemengt.

Dann werden 1.2 ml von dem entstehenden Blut-Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Gemisch mut 120 pl
Chloroform und 60 ! Natriumacatat-Losung gemischt. Beim anschlieBenden Zentnifugieren, 15 min. mit

13.000xg be1 4°C, trennen sich di¢ beiden entstandenen Phasen und man erhalt eine organische,

proteimhaltige Phase, dann eine Interphase, welche denaturierte Proteine und DNA enthalt und oben eine
wassrige, RNA-héltige Phase.

Ven der oberen, wassrigen, RNA-hiltigen Phase werden 600 pl abgenommen und mit 600 ! Isopropanol
gemuscht. Dann folgt eine Zentrifugation mat 15.000xg fur 15 min. bei 4°C, wodurch die RNA prézipitert
wird.

Es folgt ein dreimaliges Waschen des Niederschlages, indem der Isopropanol-Uberstand abgegossen wird
und 600 pl 70%iger Athano! zum Niederschlag zugegeben wird. Durch Aufschiitteln des Niederschlags
und Zentrifugieren bei 13.000xg fir 5 min. wird dieser von Guanidiniumsalzen gewaschen. AbschiieBend

wird der Athanoliiberstand vollstandig entfernt und der RNA-haltige Niederschlag in einem wassrigen
Puffer oder in Wasser geldst.
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1. Verfahren zur Stabilisierung von Nukleinsiuren in ciner Blutprobe, dadurch gekennzeichnet, daB die
Blutprobe unmittelbar nach der Abnahme vom Patienten mit Guanidiniumsalz, z.B.
Guanidiniumthiocyanat, vermischt wird und infolge die Nukleinsauren aus Blutzellen sowic von in

Blutzellen oder im Serum enthaltenen Viren nach an sich bekannten Verfahren isoliert werden.

2. Verfahren nach Anspruch |, dadurch gekennzeichnet, dab das Guanidimumsalz in Form von Pulver
vorlicgt und durch Schittcln im Blut aufgelost wird.

3. Verfahren nach cinem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB das

Guanidiniumsalz bereits in dem an sich bekannten, zur Blutabnahme bestimmtcen System, z.B. in einer
Eprouvette mit Untcrdruck, vorliegt.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet, daB pro Milliliter Blut
vorzugsweise 4 Millimol Guanidiniumsalz vorhanden sind.
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