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(57) Abstract: The present invention relates
5 to a method for the treatment, particularly for
W the stabilization and/or conservation, of a bio-
logical sample, comprising the process steps:
1) providing a biological sample, and ii) bring-
ing the biological sample into contact with a
composition of (a) 1 to 90 wt.-% of at least
one aromatic alcohol, (b) 10 to 99 wt.-% of at
least one solvent different from an aromatic al-
cohol, and (c) 0 to 89 wt.-% of at least one ad-
ditive different from components (a) and (b),
wherein the total amount of components (a) to
(c) equals 100 wt.-%. The invention further
relates to a method for the treatment, particu-
larly for the stabilization and/or conservation,
of a biological sample, to the treated biologi-

cal sample obtained by said method, to the use of an aromatic alcohol, to the use of a composition, and to a kit.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Behandlung, insbesondere zur Stabilisierung
und/oder Konservierung einer biologischen Probe, umfassend die Verfahrensschritte: i) Bereitstellen einer biologischen Probe,
und ii) in Kontakt bringen der biologischen Probe mit einer Zusammensetzung (a) 1 bis 90 Gew.-% mindestens eines aromatischen
Alkohols, (b) 10 bis 99 Gew.-% mindestens eines von einem aromatischen Alkohol verschiedenen Losungsmittels, sowie (c)
& 0 bis 89 Gew.-% mindestens eines von den Komponenten (a) und (b) verschiedenen Zusatzstoffes, wobei die Gesamtmenge
S der Komponenten (a) bis (¢) 100 Gew.-% betrigt. Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Behandlung, insbesondere zur
Stabilisierung und/oder Konservierung einer biologischen Probe, die durch dieses Verfahren erhéltliche behandelte biologische
O Probe, die Verwendung eines aromatischen Alkohols, die Verwendung einer Zusammensetzung sowie ein Kit.
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AROMATISCHE ALKOHOLE

ZUR BEHANDLUNG EINER BIOLOGISCHEN PROBE

5 Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Behandlung, insbesondere
zur Stabilisierung und/oder Konservierung einer biologischen Probe, die durch
dieses Verfahren erhiltliche behandelte biologische Probe, die Verwendung eines

aromatischen Alkohols, die Verwendung einer Zusammensetzung sowie ein Kit.

10 Es ist seit langem bekannt, dass die genetische Herkunft und die funktionelle Ak-
tivitdt einer Zelle durch Studien ihrer Nukleinsduren bestimmt und untersucht
werden kann. Die Analysen der Nukleinsduren und der Proteine ermdglichen di-
rekte Riickschliisse auf die Ursache der Aktivititen von Zellen. Sie sind somit
indirekten, konventionellen Methoden, wie zum Beispiel dem Nachweis von

15 Stoffwechselprodukten, potentiell iiberlegen. Daher ist fir die Zukunft mit einer
starken Verbreitung von Nukleinsdure- und Proteinanalysen zu rechnen. So wer-
den molekularbiologische Analysen bereits in vielen Bereichen eingesetzt, zum
Beispiel in der medizinischen und klinischen Diagnostik, in der Pharmazie, bei
der Entwicklung und Evaluierung von Arzneimitteln, in der Lebensmittelanalytik

20  sowie bei der Uberwachung der Lebensmittelherstellung, in der Agrarwirtschaft
bei der Ziichtung von Nutzpflanzen und Nutztieren, in der Forensik, in der Um-

weltanalytik sowie in vielen anderen Forschungsgebieten.

Durch die Analyse der RNA, speziell der mRNA in Zellen, lassen sich die Aktivi-
25  téten von Genen direkt bestimmen. Die quantitative Analyse von Transkriptions-
mustern (mRNA-Mustern) in Zellen durch moderne molekularbiologische Me-
thoden, wie zum Beispiel Echtzeit-Reverse-Transkriptase-PCR (,,Real time RT
PCR*) oder Genexpressions-Chip-Analysen erméglichen zum Beispiel die Frken-

nung fehlerhaft exprimierter Gene, wodurch zum Beispiel Stoffwechselkrankhei-
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ten, Infektionen oder die Entstehung von Krebs erkannt werden konnen. Die Ana-
lyse der DNA aus Zellen durch molekularbiologische Methoden wie zum Beispiel
PCR, RFLP, AFLP oder durch Sequenzierung erméglicht zum Beispiel den
Nachweis genetischer Defekte oder die Bestimmung des HLLA-Typs sowie ande-
5  rer genetischer Marker. Die Analyse genomischer DNA und RNA wird auch zum
direkten Nachweis von infektisen Erregern, wie zum Beispiel Viren, Bakterien

usw. eingesetzt.

Unbedingte Voraussetzung fiir die Analyse von Biomolekiilen, insbesondere von
10 Nukleinsduren und Proteinen, in biologischen Proben ist jedoch die sofortige Sta-
bilisierung der biologischen Probe, da sich gerade der Status (Genexpressionspro-
fil oder Proteinmuster) der fiir die molekularbiologische Untersuchung wichtigen
Bestandteile der frischen Proben bereits direkt nach der Entnahme der Probe aus
ihrer natiirlichen Umgebung rapide veridndern kann. Eine ldngere Lagerung der
15  Proben in einem unbehandelten Zustand, z. B. bedingt durch einen ungewollt ver-
zogerten Transport in ein Labor, kann eine molekularbiologische Analyse verfal-
schen oder diese gar gidnzlich unméglich machen. Auch weitere Biomolekiile, wie
z. B. Metabolite, sowie die Morphologie einer Probe kann durch ILagerung in un-
behandeltem Zustand nachteilig beeinflusst werden.
20
Gerade der Nukleinsdure-Status einer biologischen Probe verdndert sich umso
stdrker, je mehr Zeit zwischen der Entnahme der Probe und ihrer Analyse ver-
streicht. Besonders schnell erfolgt hierbei der Abbau der Ribonukleinsduren
(RNA) durch allgegenwirtige RNasen. Ebenso kommt es neben dem Abbau von
25  Nukleinsduren auch zur Induktion von beispielsweise Stressgenen und damit zur
Synthese neuer mRNA-Molekiile, die das Transkriptmuster der Probe ebenfalls
stark verdndern. Daher ist es erforderlich, zum Erhalt des zu untersuchenden Ge-
nexpressionsprofils eine sofortige Stabilisierung der Probe durchzufiihren. Das

Gleiche gilt, wenn eine tiefgefrorene biologische Probe zum Zwecke ihrer Unter-
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suchung aufgetaut wird. Auch hier kommt es nach dem Auftauen zu einer raschen
Verdnderung des Nukleinsdure-Status, insbesondere durch Abbau von Biomole-

kulen.

5  Nicht nur fiir die Analyse von Nukleinsduren sondern auch fiir detaillierte Unter-
suchungen des Proteoms einer biologischen Probe ist eine sofortige Stabilisierung
der Probe notwendig, da auch das Proteinmuster unmittelbar nach Entnahme der
Probe verdndert wird. Dies erfolgt zum einen durch Degradation bzw. Neusynthe-
se, zum anderen aber besonders rasch durch Verdanderungen der Proteinmodifika-

10 tionen, wie z. B. Phosphorylierung/ Dephosphorylierung.

Um insbesondere das Expressionsmuster in der biologischen Probe zum Zeitpunkt
der Entnahme vollstindig zu konservieren, muss die Stabilisierung moglichst so-
fort nach der Zugabe der L.osung einsetzen, ohne vorherige Vorbehandlungen der
15  Probe. Fir die Stabilisierung von Nukleinsduren in kompakten Gewebeproben
ergibt sich im Vergleich zu anderen biologischen Proben eine besondere Schwie-
rigkeit. Gewebe sind, beziiglich ihrer Zusammensetzung, ihrer Inhaltsstoffe sowie
dem Aufbau vielschichtig und heterogen. Iiir die Stabilisierung von Nukleinsiu-
ren in kompakten Gewebeproben muss sich die Wirkung des stabilisierenden Re-
20  agenzes nicht nur an der Oberfldche der Zellen bzw. innerhalb einer Zellschicht
entfalten, sondern auch tief innerhalb des vielschichtigen Probenmaterials wirken.
Zudem miissen hdufig innerhalb ein und derselben biologischen Probe sehr ver-
schiedene Gewebe- und/oder Zelltypen adressiert werden konnen, die sich bei-
spielsweise in der Zellstruktur, dem Membranaufbau, den Kompartimentierungen
25  und den Biomolekiilen, beispielsweise hinsichtlich der Proteine, der Kohlenhydra-

te und/oder dem Fettgehalt, unterscheiden.

Im Laufe der Jahre wurden eine Vielzahl von unterschiedlichsten Fixierungs- oder

Stabilisierungsreagenzien bzw. Methoden zur Fixierung bzw. Stabilisierung ent-



WO 2008/145708 PCT/EP2008/056644

wickelt, um einen groflen Bereich an verschiedenartigen biologischen Proben zu

stabilisieren bzw. fixieren.

So ist als eine Methode der Stabilisierung das Einfrieren biologischer Proben seit
5 langem bekannt. Dabei wird die Probe direkt nach der Entnahme aus ihrer natiirli-
chen Umgebung bei -80°C oder tiefer, z. B. in flissigem Stickstoff, tiefgefroren.
Die so behandelte Probe kann dann ohne Integrititsverdnderungen bei etwa -70°C

nahezu unbegrenzt gelagert werden.

10 Bei histologischen Analysen miissen Gewebestrukturen, sowie zelluldre und sub-
zelluldre Strukturen in ihrem morphologischen Erscheinungsbild wihrend der
Lagerung erhalten bleiben. Bei Gewebeproben ist dabei die Fixierung mittels
Formalin und gegebenenfalls das anschlielende Einbetten der fixierten Proben in
Paraffin seit langem bekannt.

15
Weitere bekannte Stabilisierungsverfahren umfassen den Einsatz bestimmter Sta-
bilisierungsreagenzien. Diese Stabilisierungsreagenzien umfassen beispielsweise
kationische Detergentien (US 5.010,184, US 5.300,545, WO-A-02/00599 und
WO-A-02/00600) oder hochkonzentrierte Ammoniumsulfat-16sungen, wie in der

20  US 6,204,375 beschrieben.

Der Nachteil der aus dem Stand der Technik bekannten Stabilisierungsverfahren
besteht jedoch darin, dass entweder die Stabilisierung von Biomolekiilen wie etwa
Nukleinséduren in den biologischen Proben nur unbefriedigend und insbesondere
25  die Ausbeute an diesen Biomolekiilen aus den herkdmmlich stabilisierten Proben
hiufig nur gering ist und/oder dass die Morphologie der Proben nicht in ausrei-

chendem Malfle erhalten bleibt.
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Im Falle der Stabilisierung durch Finfrieren kommt noch der Nachteil hinzu, dass
dieses Stabilisierungsverfahren durchweg sehr aufwendige, logistische Vorausset-
zungen erfordert, da ein Auftauen der Proben wihrend des Transports, der Lage-
rung oder wihrend der unterschiedlichsten An- bzw. Verwendungsprozesse ver-
5  hindert werden muss. Neben den zusitzlichen Kosten fiir spezielle Probenauf-
nahmegefidBe sowie fiir die permanente Kiihlung der Proben, ist zudem der Ein-
satz von fliissigem Stickstoff nicht nur sehr umstindlich, sondern auch nur unter
besonderen Vorsichtsma3nahmen durchfiihrbar. Dariiber hinaus gestaltet sich eine
nachfolgende Analyse des gefrorenen Probenmaterials, insbesondere einzelner
10 Bestandteile der Probe, zumeist sehr schwierig. Zur Verringerung der Nachteile
beim Verarbeiten von gefrorenen Proben sind aus dem Stand der Technik soge-
nannte Transitionslosungen bekannt. Dabei wird zunichst das gefrorene Gewebe
in eine auf -70°C bis -80°C vorgekiihlte L.osungen tiberfiihrt und anschlieend
darin fiir einige Stunden (mindestens 16 Std.) bei etwa -20°C gelagert wird. Nach-
15  folgend kann dann die mit der Transitionslésung durchtriankte Probe nur fiir einen
kurzen Zeitraum, beispielsweise maximal zum Zerteilen der Probe, auf Arbeits-
temperaturen von -4°C bis zu Raumtemperatur erwérmt werden, ohne dass sich
der Nukleinsdurestatus der Probe verdndert. Derartige, beispielsweise aus der
WO-A-2004/72270 bekannte Transitionslosungen bestehen vornehmlich aus ein-

20  wertigen Alkoholen.

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, die sich aus dem Stand

der Technik ergebenden Nachteile zu tiberwinden.

25  Insbesondere lag der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein Verfah-
ren zur Behandlung, insbesondere zur Stabilisierung und/oder Konservierung,
einer biologischen Probe, vorzugsweise zur Stabilisierung einer biologischen Pro-
be, anzugeben, mit dem Biomolekiile, wie Nukleinsduren, Proteine und Metaboli-

te, in der biologischen Probe besser stabilisiert werden konnen. Dabei sollte im
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Vergleich zu den herkdmmlichen Stabilisierungsverfahren die Menge an isolier-
baren Biomolekiilen erhoht und/oder die Qualitit der Biomolekiile, welche im
IFalle von Nukleinsduren beispielsweise durch Gel-Analyse oder durch die Anzahl
der PCR-Zyklen bis zum Erreichen einer bestimmten Nukleinsduremenge be-
5  stimmt werden kann, verbessert werden. Auch die Morphologie der biologischen

Probe sollte durch das Stabilisierungsverfahren gut erhalten bleiben

Dariiber hinaus lag der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein Ver-
fahren zur Stabilisierung einer biologischen Probe anzugeben, mit dem sowohl
10  gefrorene als auch frische biologische Proben bei moglichst moderaten Tempera-
turbedingungen, beispielsweise auch bei Raumtemperatur, ohne Beeintriachtigung
des Expressionsprofils oder des Proteoms der biologischen Probe stabilisiert wer-

den konnen.

15 Weiterhin sollte das Verfahren zur Behandlung, vorzugsweise zur Stabilisierung
einer biologischen Probe zu einer behandelten, vorzugsweise stabilisierten biolo-
gischen Probe fiihren, die nicht nur bei moderaten Temperaturen, beispielsweise
bei Raumtemperatur, analysiert werden kann, sondern gegebenenfalls vor oder
nach einer solchen Analyse fiir moglichst lange Zeit bei solchen moderaten Tem-

20  peraturbedingungen gelagert werden kann.

Im Falle von Biomolekiilen soll dabei unter dem Begriff ,,Stabilisierung* vor-
zugsweise die Hemmung des Abbaus, der Modifikation, der Induktion oder der
Anderung der Aktivitidt von Biomolekiilen verstanden werden. Im Falle von histo-
25  logischen Analysen der biologischen Proben soll unter dem Begriff ,,Stabilisie-
rung* vorzugsweise das Verhindern einer wesentlichen Anderung der Morpholo-

gie der Proben verstanden werden.
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Einen Beitrag zur L.osung der Fingangs genannten Aufgaben leistet ein Verfahren
zur Behandlung, insbesondere zur Stabilisierung und/oder Konservierung, einer

biologischen Probe, umfassend die Verfahrensschritte

5 1) Bereitstellen einer biologischen Probe, und

ii)  in Kontakt bringen der biologischen Probe mit einer Zusammensetzung,

umfassend

10 (@) 1 bis 90 Gew.-%, vorzugsweise 1 bis 75 Gew.-% und besonders be-
vorzugt 1 bis 50 Gew.-% mindestens eines aromatischen Alkohols,
(b) 10 bis 99 Gew.-%, vorzugsweise 20 bis 90 Gew.-% und besonders be-
vorzugt 30 bis 80 Gew.-% mindestens eines von einem aromatischen
Alkohol verschiedenen L&sungsmittels, sowie
15 (c¢) 0 bis zu 89 Gew.-%, vorzugsweise 0,01 bis 60 Gew.-% und besonders
bevorzugt 1 bis 40 Gew.-% mindestens eines von den Komponenten

(a) und (b) verschiedenen Zusatzstoffes,

wobei die Gesamtmenge der Komponenten (a) bis (¢) 100 Gew.-% betrigt.
20
Bei dem von einem aromatischen Alkohol verschiedenen LL.osungsmittels kann es

sich bevorzugt um ein organisches Losungsmittel handeln.

Uberraschend wurde festgestellt, dass sich durch das in Kontakt bringen einer
25  biologischen Probe mit Zusammensetzungen, welche mindestens einen aromati-
schen Alkohol als Additiv umfassen, Biomolekiile, wie Nukleinsduren, Proteine
oder Metabolite, in der biologischen Probe besser stabilisieren lassen. Die Zu-
sammensetzungen mit dem aromatischen Alkohol zeichnen sich im Vergleich zu

den entsprechenden Zusammensetzungen ohne den aromatischen Alkohol durch
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ein besseres Stabilisierungsvermogen von Biomolekiilen in einer biologischen
Probe, insbesondere durch ein verbessertes Stabilisierungsvermogen fiir Nuklein-

sduren aus.

5 Bei der im Verfahrensschritt i) bereitgestellten biologischen Probe kann es sich
um eine gefrorene oder um eine nicht gefrorene biologische Probe handeln, wobei
als biologische Probe alle dem Fachmann bekannten biologischen Proben einge-
setzt werden konnen. Bevorzugte biologische Proben sind ausgewihlt aus der
Gruppe umfassend Biomolekiile, beispielsweise natiirliche, vorzugsweise isolierte

10 lineare, verzweigte oder zirkuldare Nukleinsduren wie RNA, insbesondere mRNA,
siRNA, miRNA, snRNA, tRNA, hnRNA oder Ribozyme, DNA und dergleichen,
synthetische oder modifizierte Nukleinsduren, beispielsweise Oligonukleotide,
insbesondere fiir die PCR verwendete Primer, Sonden oder Standards, mit Digo-
xigenin, Biotin oder Fluoreszensfarbstoffen markierte Nukleinsduren oder soge-

15 nannte PNAs (,,peptide nucleic acids®), natiirliche, vorzugsweise isolierte Proteine
oder Oligopeptide, synthetische oder modifizierte Proteine oder Oligopeptide,
beispielsweise mit Fluoreszenzmarkern oder Enzymen gekoppelte Antikorper,
Hormone, Stoffwechselprodukte und Metaboliten, Wachstumsfaktoren, Lipide,
Oligosaccharide, Polysaccharide, Proteoglukane, Korperflissigkeiten wie Blut,

20  Sperma, Cerebrospinalfliissigkeit, Speichel, Sputum, Crusta Phlogistica oder Urin,
Fliissigkeiten, welche beim Aufarbeiten von Blut erhalten werden, wie etwa Se-
rum oder Plasma, Leukozyten-Fraktionen oder ,buffy coat®, Blutegelspeichel
(Saliva), Fikalien, Abstriche, Punktate, Schuppen, Haare, Hautfragmente, forensi-
sche Proben, Lebensmittel- oder Umweltproben, die freie oder gebundene Biomo-

25  lekiile, insbesondere freie oder gebundene Nukleinsiduren enthalten, Stoffwech-
selprodukte, ganze Organismen, vorzugsweise ganze nicht lebende Organismen,
Gewebe von Mehrzellern, vorzugsweise von Insekten und Sdugetieren, insbeson-
dere vom Menschen, beispielsweise in Form von Gewebeschnitten oder —

fragmenten oder Organen, isolierte Zellen, beispielsweise in Form adhdrenter oder
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suspendierter Zellkulturen, Organellen, beispielsweise Chloroplasten oder Mito-
chondrien, Vesikel, Zellkerne oder Chromosomen, Pflanzen, Pflanzenteile,
Pflanzengewebe oder Pflanzenzellen, Bakterien, Viren, Viroide, Prionen, Hefen

und Pilze.

Als eine nichtgefrorene biologische Probe wird im Verfahrensschritt i) des erfin-
dungsgemifBen Verfahrens vorzugsweise eine frisch hergestellte biologische Pro-
be eingesetzt, beispielsweise eine frische Gewebeprobe oder frisch isolierte Blut-
zellen aus einem lebendigen oder toten Organismus oder, im Falle synthetischer
10 Biomolekiile als biologische Probe, frisch synthetisierte Nukleinsiuren oder Pro-
teine. Unter einer ,,frischen® biologischen Probe wird dabei erfindungsgemif vor-
zugsweise eine Probe verstanden, die, bevor sie mit der vorstehend beschriebenen
Zusammensetzung im Verfahrensschritt ii) in Kontakt gebracht wird, vor nicht
mehr als 96 Stunden, vorzugsweise vor nicht mehr als 48 Stunden, besonders be-
15 vorzugt vor nicht mehr als 24 Stunden, dariiber hinaus bevorzugt vor nicht mehr
als 10 Stunden, dariiber hinaus noch mehr bevorzugt vor nicht mehr als
60 Minuten und am meisten bevorzugt vor nicht mehr als 10 Minuten entnommen
oder, im Falle eines synthetischen Biomolekiils, synthetisiert worden ist. Die Be-
zeichnung ,.frische* biologische Probe umfasst jedoch auch solche Proben, die
20  innerhalb der vorstehend genannten Zeitrdume entnommen worden sind, die je-
doch vor dem in Kontakt bringen mit der Zusammensetzung noch vorbehandelt
worden sind, beispielsweise mit herkdmmlichen Fixativen, wie etwa Formalin,
mit Farbstoffen, wie etwa Fosin, mit Antikorpern und dergleichen. Die Herstel-
lung frischer Zell- oder Gewebeproben kann dabei durch alle dem Fachmann zu
25  diesem Zweck bekannten Praparationsverfahren erfolgen, im Falle einer Gewebe-
probe beispielsweise mittels eines Skalpells, etwa bei einer Operation oder einer
Autopsie, im Falle einer Blutzellprobe durch Zentrifugation von frisch entnom-

menem Blut und dergleichen. Im Falle eines Einsatzes einer frischen biologischen
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Probe dient die Zusammensetzung beinhaltend den aromatischen Alkohol als Ad-

ditiv in erster Linie als Stabilisierungszusammensetzung.

Als eine gefrorene biologische Probe wird im Verfahrensschritt i) des erfindungs-
5 gemdBen Verfahrens vorzugsweise eine biologische Probe eingesetzt, die, nach-
dem sie beispielsweise auf die zuvor beschriebene Art und Weise isoliert worden
ist, vor dem in Kontakt bringen mit der vorstehend beschriebenen Zusammenset-
zung im Verfahrensschritt ii) zunichst auf Temperaturen von 0°C oder weniger,
vorzugsweise auf Temperaturen von -20°C oder weniger und am meisten bevor-
10 zugt auf Temperaturen von -70°C oder weniger, etwa durch das in Kontakt brin-
gen mit flissigem Stickstoff, abgekiihlt worden ist. Wird eine auf diese Weise
eingefrorene biologische Probe im erfindungsgeméfen Verfahren eingesetzt, so
dient die Zusammensetzung beinhaltend den aromatischen Alkohol als Additiv in
erster Linie als Transitionsreagenz bzw. als Transitionszusammensetzung.
15
Sofern es sich bei der biologischen Probe um eine Probe beinhaltend Zellen han-
delt, wie etwa einem Gewebe, so ist es besonders bevorzugt, dass diese biologi-
sche Probe im nicht-lysierten Zustand vorliegt. ,,Nicht-lysiert“ bedeutet dabei,
dass die Zellen nicht durch mechanischen Stress, durch die Behandlung mittels
20  Proteasen oder durch das in Kontakt bringen mit Reagenzien, welche zur Lyse
von Zellen fiihren, beispielsweise durch das in Kontakt bringen mit Detergenzien,
lysiert worden sind. Jede Vorbehandlung der Probe, wie z. B. eine Lyse, vor der
Stabilisierung wiirde zu einem zeitlichen Verzug fihren, wihrend dessen das
Biomolekiilprofil der biologische Proben nicht konserviert ist und somit verédndert

25  werden kann.

Im Verfahrensschritt i) wird die biologische Probe mit der vorstehend beschriebe-

nen Zusammensetzung umfassend mindestens einen aromatischen Alkohol, min-
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destens ein von diesem aromatischen Alkohol verschiedenes L.osungsmittel sowie

gegebenenfalls einen oder mehrere Zusatzstoffe in Kontakt gebracht.

Bei dem aromatischen Alkohol (a) handelt es sich vorzugsweise um ein oder meh-
5  rere Phenolderivate. Zu dieser Gruppe zdhlen nach diesseitiger Definition insbe-
sondere Phenol, Benzylalkohol (Phenylmethanol), 1,2-Dihydroxibenzol (Brenzca-
techin), 1,3-Dihydroxybenzol (Resorcin), 1,4-Dihydroxibenzol (Hydrochinon),
1,4-Naphthohydrochinon, 2,4,6-Trinitrophenol (Pikrinsdure), primdrer Pheny-
lethylalkohol,  sekundédrer = Phenylethylalkohol, = Phenylpropylalkohol, o-
10 Tolylalkohol, p-Tolylalkohol, Cuminalkohol, 4-Hydroxybenzoesdure, 4-
Hydroxysulfonsdure, p-Nitrophenol, m-, o- oder p-Alkylphenol, vorzugsweise m-,
0- oder p-Methylphenol (Kresol) oder m-, o- oder p-Ethylphenol, m-, o- oder p-
Halogenphenol, vorzugsweise m-, o- oder p-Chlorphenol oder m-, o- oder p-
Bromphenol, oder Mischungen aus mindestens zwei dieser Substanzen. Phenol ist

15 unter all diesen am meisten bevorzugt.

Bei dem Losungsmittel (b) kann es sich um jedes Losungsmittel handeln, ein-
schliellich Losungsmitteln, welche iiblicherweise zur Behandlung, insbesondere
zur Stabilisierung biologischer Proben eingesetzt werden kénnen. Vorzugsweise
20 handelt es sich bei dem Losungsmittel um ein Losungsmittel ausgewdhlt aus der
Gruppe umfassend Wasser, einwertige, nichtaromatische Alkohole (Monoole),
mehrwertige, nichtaromatische Alkohole, Aldehyde, Ketone, Dimethylsulfoxid,
aromatische Kohlenwasserstoffe, halogenierte Kohlenwasserstoffe, Ether, Car-
bonsduren, Carbonsdureamide, Nitrile, Nitroalkane, Ester oder Mischungen aus

25  mindestens zwei dieser Losungsmittel.
Unter diesen Losungsmitteln besonders bevorzugt sind insbesondere L.osungsmit-

tel ausgewdhlt aus der Gruppe umfassend Methanol, Ethanol, 1-Propanol, 2-

Propanol, 1,2-Propandiol, 1,3-Propandiol, 1,2-Butandiol, 1,3-Butandiol, 1,4-
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Butandiol, 1,5-Pentandiol, 2,4-Pentandiol, Ethylenglykol, Propylenglykol, Diethy-
lenglykol, Dipropylenglykol, Triethylenglykol, Tripropylenglykol, 1,2,3-
Propantriol, 1,2,6-Hexantriol, 3-Methyl-1,3,5-Pentan-triol, 1,2,4-Butantriol, Ethy-
lenglykol, Propylenglykol, 1,2,3-Propantriol, 1,2,6-Hexantriol, 3-Methyl-1,3,5-
5  Pentantriol, Acetonitril, Aceton, Anisol, Benzonitril, Benzylalkohol, 1-Methoxy-
2-Propanol, Quinolin, Cyclohexanon, Diacetin, Dichloromethan, Chloroform,
Diethylether, Dimethylether, Toluol, Dimethylketon, Diethylketon, Dimethyladi-
pat, Dimethylcarbonat, Dimethylsulfit, Dioxan, Dimethylsulfoxid, Methylacetat,
Ethylacetat, Benzoesdure, Methylbenzoat, Ethylbenzoat, Ethylbenzol, Formamid,
10  Glycerintriacetat, FEthylacetoacetat, Methylacetoacetat, N,N-Diethylacetamid, N-
Methyl-N-ethylacetamid, N,N-Dimethylacetamid, N,N-Dimethylformamid, N-
Methyl-N-ethylformamid, N,N-Diethylformamid, N,N-Dimethylthioformamid,
N,N-Diethylthioformamid, N-Methyl-N-ethylthioformamid, N,N-
Dimethylacetamid, N-Methyl-N-Ethylacetamid, N,N-Diethylacetamid, Nitro-
15 ethan, Nitromethyltoluol, Triethylphosphat oder Mischungen aus mindestens zwei
dieser Losungsmittel, wobei Dimethylsulfoxid, Methanol, Ethanol, Diethylengly-

kol, Aceton und N,N-Dimethylacetamid am meisten bevorzugt sind.

Bei dem Zusatzstoff (c), der gegebenenfalls in der Zusammensetzung enthalten
20  sein kann, kann es sich um jeden Zusatzstoff handeln, der tiblicherweise in Zu-
sammensetzungen zur Behandlung, insbesondere zur Stabilisierung biologischer
Proben enthalten ist. Bevorzugte Zusatzstoffe sind dabei ausgewihlt aus der
Gruppe umfassend Salze, wie beispielsweise Ammoniumsulfit, Ammoniumsulfat,
Caesiumsulfat, Lithiumnitrat, Natriumacetat, Kaliumacetat, Natriumchlorid, Kali-
25  umchlorid oder Calciumchlorid, osmotisch aktive Substanzen, wie etwa Mannitol,
Detergentien, Inhibitoren, welche den Abbau von Nukleinsduren oder Proteinen
hemmen, wie beispielsweise der Protease-Inihibor PMSF oder die kommerziell
erhiltlichen Produkte ANTI-RNase (Ambion, St. Austin, USA), RNAsecure®
(Ambion) oder DEPC, Alkylierungsmittel, Acetylierungsmittel, Halogenierungs-
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mittel, Nukleotide, Nukleotid-analoge- Verbindungen, Aminosduren, Aminosaure-
analoge Verbindungen, Betain, Viskosititsregulierer, Farbstoffe, insbesondere
Farbstoffe zum spezifischen Anfirben bestimmter Zellstrukturen, Pufferverbin-
dungen, beispielsweise MES, HEPES, MOPS oder TRIS, Konservierungsstoffe,
5  Komplexbildner, wie beispielsweise EDTA oder EGTA, Reduktionsmittel, wie
beispielsweise 2-Mercaptoethanol, Dithiothreitol (DTT), Pterin-Hydrogensulfid,
Ascorbinsdure, NADPH, Tricarboxyethylphosphin (TCEP) und Hexa-
methylphosphorsduretriamid (Me2N)3P, Oxidationsmittel wie 5,5’-Dithio-bis(2-
Nitrobenzesidure) (DTNB), Substanzen, welche die Permeabilitit von Zellen
10 verbessern, beispielsweise DMSO oder DOPE, chaotrope Substanzen, wie bei-
spielsweise Guanidiniumisothiocyanat oder Guanidinium-Hydrochlorid, Fixative,
wie beispielsweise Formaldehyd oder Glutardialdehyd, Essigsdure oder Trichlo-
ressigsdure, Zucker, Trocknungsmittel wie etwa Silikagel sowie Mischungen aus
mindestens zwel, mindestens drei, mindestens vier, mindestens fiinf oder mindes-

15  tens sechs dieser Zusatzstoffe.

Sofern Wasser als L.osungsmittel in der Zusammensetzung enthalten ist, sollte die
Wassermenge so gering gehalten werden, dass die Zusammensetzung bei einem in
Kontakt bringen mit einer biologischen Probe, insbesondere mit einer Zelle bein-
20  haltenden biologischen Probe nicht lysierend wirkt. In diesem Zusammenhang ist
es insbesondere bevorzugt, dass, wenn es sich bei dem aromatischen Alkohol um
Phenol handelt, die Wassermenge in der Zusammensetzung weniger als 50 Gew.-
%, besonders bevorzugt weniger als 40 Gew.-%, noch mehr bevorzugt weniger als
30 Gew.-%, noch mehr bevorzugt weniger als 20 Gew.-%, noch mehr bevorzugt
25  weniger als 10 Gew.-%, und am meisten bevorzugt weniger als 5 Gew.-% jeweils

bezogen auf das Gesamtgewicht der Zusammensetzung, betragt.

Die Herstellung der Zusammensetzung aus dem Ldsungsmittel, dem aromatischen

Alkohol und gegebenenfalls dem Zusatzstoff erfolgt vorzugsweise durch einfa-
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ches Vermischen der Komponenten. Sollte eine der Komponenten einen
Schmelzpunkt oberhalb der Raumtemperatur haben, so kann es bevorzugt sein,
diese Komponente bis zum Schmelzpunkt zu erhitzen und dann mit den iibrigen
Komponenten zu vermischen, Denkbar ist aber auch, dass, wenn eine der Kompo-

5 nenten bei der Herstellung der Zusammensetzung in fester und eine andere Kom-
ponente in fliissiger Form vorliegt, die feste Komponente in der fliissigen Kom-
ponente zu 19sen. So kann beispielsweise ein fester Zusatzstoff in einer fliissigen
Mischung aus Losungsmittel und aromatischem Phenol oder festes Phenol in ei-
nem flissigen Losungsmittel gelost werden.

10
Das in Kontakt bringen der Zusammensetzung mit der biologischen Probe im
Verfahrensschritt ii) erfolgt im Falle einer flissigen Zusammensetzung vorzugs-
weise dadurch, dass die biologische Probe in die Zusammensetzung eingetaucht
wird, so dass die gesamte Probe von der Zusammensetzung durchtrinkt werden

15  kann. Wird als biologische Probe ein Fluid oder isolierte Zellen oder z. B. eine
granuldre Probe eingesetzt, so erfolgt das in Kontakt bringen durch Vermischen
der biologischen Probe mit der Zusammensetzung oder durch Suspendieren der

biologischen Probe in der Zusammensetzung.

20  Es ist weiterhin erfindungsgemif bevorzugt, dass das in Kontakt bringen der bio-
logischen Probe mit Zusammensetzung bei einer Temperatur in einem Bereich
von -80°C bis +80°C, bevorzugt in einem Bereich von 0°C bis +80°C, noch mehr
bevorzugt in einem Bereich von 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8°C bis +80°C und dariiber
hinaus bevorzugt in einem Bereich von 18°C bis +80°C erfolgt, beispielsweise bei

25  einer Temperatur von mindestens -20°C, -19°C, -18°C, -17°C, -16°C, -15°C, -
14°C, -13°C, -12°C, -11°C, -10°C, -9°C, -8°C, -7°C, -6°C, -5°C, -4°C, -3°C, -
2°C, -1°C, 0°C, 1°C, 2°C, 3°C, 4°C, 5°C, 6°C, 7°C, 8°C, 9°C, 10°C, 11°C, 12°C,
13°C, 14°C, 15°C, 16°C, 17°C, 18°C, 19°C, 20°C, 21°C, 22°C, Raumtemperatur,
23°C, 24°C, 25°C, 26°C, 27°C, 28°C, 29°C, 30°C, 31°C, 32°C, 33°C, 34°C,
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35°C, 36°C, 37°C, 38°C, 39°C, 40°C, 41°C, 42°C, 43°C, 44°C, 45°C, 46°C,
47°C, 48°C, 49°C, 50°C, 51°C, 52°C, 53°C, 54°C, 55°C, 56°C, 57°C, 58°C, 59°C
oder 60°C erfolgt.

5 Dabei bedeutet die Formulierung, dass das ,,in Kontakt bringen der biologischen
Probe mit Zusammensetzung bei einer Temperatur in einem Bereich von -80°C
bis +80°C* oder bei einer der anderen, vorstehend genannten Temperaturen er-
folgt, dass nach dem in Kontakt bringen der biologischen Probe mit der Zusam-
mensetzung die Temperatur der auf diese Weise erhaltenen Mischung innerhalb

10 der vorstehend genannten Temperaturen liegt. So kann es beispielsweise sein,
dass als biologisches Material eine auf Temperaturen von weniger als -20°C tief-
gefrorene Probe, beispielsweise eine in fliissigem Stickstoff gelagerte Probe, ein-
gesetzt wird, wobei in diesem IMalle eine solche Menge an Zusammensetzung mit
einer solchen Temperatur eingesetzt wird, dass nach dem in Kontakt bringen der

15  tiefgefrorenen biologischen Probe mit der Zusammensetzung die Temperatur der
Mischung (und somit auch die Temperatur der biologische Probe) im vorstehend

genannten Temperaturbereich liegt.

Weiterhin kann es gemél einer besonderen Ausfilhrungsform des erfindungsge-
20  miBen Verfahrens auch bevorzugt sein, dass die biologische Probe nach dem in
Kontakt bringen mit der Zusammensetzung im Verfahrensschritt ii), vorzugsweise
unter den vorstehend genannten Temperaturbedingungen, noch in einem sich an
den Verfahrensschritt ii) anschlieenden Verfahrensschritt iii) bei einer Tempera-
tur in einem Bereich von —80°C bis +80°C, bevorzugt in einem Bereich von 0°C
25  bis +80°C, noch mehr bevorzugt in einem Bereich von 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8°C bis
+80°C und dariiber hinaus bevorzugt in einem Bereich von 18°C bis +80°C er-
folgt, beispielsweise bei einer Temperatur von mindestens -20°C, -19°C, -18°C, -
17°C, -16°C, -15°C, -14°C, -13°C, -12°C, -11°C, -10°C, -9°C, -8°C, -7°C, -6°C, -
5°C, -4°C, -3°C, -2°C, -1°C, 0°C, 1°C, 2°C, 3°C, 4°C, 5°C, 6°C, 7°C, 8°C, 9°C,
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10°C, 11°C, 12°C, 13°C, 14°C, 15°C, 16°C, 17°C, 18°C, 19°C, 20°C, 21°C,
22°C, Raumtemperatur, 23°C, 24°C, 25°C, 26°C, 27°C, 28°C, 29°C, 30°C, 31°C,
32°C, 33°C, 34°C, 35°C, 36°C, 37°C, 38°C, 39°C, 40°C, 41°C, 42°C, 43°C,
44°C, 45°C, 46°C, 47°C, 48°C, 49°C, 50°C, 51°C, 52°C, 53°C, 54°C, 55°C,
5 56°C, 57°C, 58°C, 59°C oder 60°C gelagert wird, wobei diese Lagerung gegebe-
nenfalls iiber einen Zeitraum von mindestens einem Tag, mindestens 2 Tagen,
mindestens 3 Tagen, mindestens einer Woche, von mindestens zwei Wochen, von
mindestens einem Monat, von mindestens drei Monaten, von mindestens sechs
Monaten oder auch von mindestens 12 Monaten erfolgen kann.
10
Das Verfahren gemif der vorliegenden Erfindung ermdéglicht die Lagerung einer
behandelten biologischen Probe bei Kiihlschranktemperaturen, bei Raumtempera-
tur oder bei noch htheren Temperaturen, ohne dass es zu einem erkennbaren Ab-
bau von Biomolekiilen wie Nukleinsduren oder Proteinen in der biologische Probe
15 kommt. Dieses stellt einen signifikanten Vorteil gegeniiber herkommlichen Stabi-
lisierungsverfahren dar, da das Verfahren ohne den Einsatz von fliissigem Stick-
stoff oder von Tiefkiihlvorrichtungen durchgefiithrt und die stabilisierte Probe
auch ohne den Einsatz von fliissigem Stickstoff oder von Tiefkiihlvorrichtungen
gelagert werden kann. Insbesondere zum Zwecke einer langerfristigen Archivie-
20  rung konnen die Proben natiirlich, wie allgemein iiblich, auch bei niedrigen Tem-
peraturen, etwa bei -20°C oder -80°C, gelagert werden, wobei dieses jedoch nicht

zwingend ist.

Nach der erfindungsgeméfBen Behandlung und gegebenenfalls vor oder auch nach
25 einem mdglichen Lagerungsschritt iii) kann die behandelte biologische Probe
auch in geeignete Finbettungsmittel eingebettet werden, beispielsweise in Paraffin
oder dergleichen, um dann aus der biologischen Probe fiir histologische Untersu-

chungen geeignete Gewebeschnitte einfacher anfertigen zu konnen.
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Weiterhin kann es gemél einer besonderen Ausfithrungsform des erfindungsge-
miBen Verfahrens bevorzugt sein, dass sich an den Verfahrensschritt i) und ii)

noch ein Verfahrensschritt

5 iv) Analyse von Biomolekiilen in der oder aus der mit der Zusammensetzung in
Kontakt gebrachten biologischen Probe und/oder histologische Analyse der
mit der Zusammensetzung in Kontakt gebrachten biologischen Probe, be-
sonders bevorzugt jedoch die Analyse von Biomolekiilen in der oder aus der
mit der Zusammensetzung in Kontakt gebrachten biologischen Probe,

10
anschlief3t, wobei dieser Verfahrensschritt iv) gegebenenfalls auch vor oder nach
einer Lagerung gemdl dem vorstehend beschriecbenen Verfahrensschritt iii)

durchgefiihrt werden kann.

15  Unter einer histologischen Untersuchung wird vorzugsweise jedes Untersu-
chungsverfahren verstanden, welches geeignet ist, den morphologischen Zustand
eines Gewebes, eines Gewebeschnittes, einer Zelle oder von subzelluldren Struk-
turen zu analysieren, beispielsweise mittels Mikroskopie und gegebenenfalls unter
Einsatz von dem Fachmann bekannten Firbe- oder Markierungstechniken.

20
Als Biomolekiile, die analysiert werden konnen, kommen alle dem Fachmann
bekannten Biomolekiile in Betracht, insbesondere natiirliche, modifizierte oder
synthetische Nukleinsduren, natiirliche, modifizierte oder synthetische Proteine
oder Oligopeptide, Hormone, Wachstumsfaktoren, Substrate des Stoffwechsels,

25  Metabolite, Lipide, Oligosaccharide oder Proteoglukane. Als Nukleinsduren
kommen alle dem Fachmann bekannten Nukleinsduren in Betracht, insbesondere
Ribonukleinsduren (RNA), beispielsweise mRNA, siRNA, miRNA, snRNA, t-
RNA, hnRNA oder Ribozyme, oder Deoxyribonukleinsduren (DNA). Grundsétz-
lich kann es sich um jeden Typ von Polynukleotid handeln, der ein N-Glykosid
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oder C-Glykosid einer Purin- oder Pyrimidinbase darstellt. Die Nukleinsdure kann
einzel-, doppel- oder mehrstriangig, linear, verzweigt oder zirkuldr sein. Sie kann
einem in einer Zelle vorkommenden Molekiil entsprechen, wie etwa genomische
DNA oder Boten-RNA (mRNA), oder in vitro erzeugt werden wie Komplemen-
5 tir-DNA (cDNA), Gegenstrang-RNA (aRNA), oder synthetische Nukleinsduren.
Die Nukleinsdure kann aus wenigen Untereinheiten, mindestens zwei Untereinhei-
ten, bevorzugt acht oder mehr Untereinheiten bestehen, wie etwa Oligonukleotide,
mehreren hundert Untereinheiten bis hin zu mehreren tausend Untereinheiten, wie
etwa bestimmte Expressionsvektoren, oder bedeutend mehr Untereinheiten, wie
10 genomische DNA. Bevorzugt enthélt die Nukleinsdure die kodierende Information
fir ein Polypeptid in funktionellem Zusammenhang mit regulatorischen Sequen-
zen, die die Expression des Polypeptids in der Zelle erlauben, in die die Nuklein-
sdure eingebracht wird oder natiirlich vorliegt. So ist die Nukleinsdure in einer
bevorzugten Ausfiihrungsform ein Expressionsvektor. In einer anderen Ausfiih-
15 rungsform ist sie eine pDNA (Plasmid-DNA), eine siRNA, eine siRNA-Duplizes
oder eine siRNA-hetero-Duplizes, wobei unter dem Begriff ,,siRNA* Ribonuk-
leinsduren mit einer Lidnge von etwa 22 Nukleotiden verstanden werden, die durch
Spaltung einer doppelstringigen RNA (dsRNA) durch das Enzym ,,Dicer* entste-
hen und in den Enzymkomplex ,,RISC* (RNA-induced silencing complex) einge-

20  baut werden.

Am meisten bevorzugt als Biomolekiile sind jedoch Proteine und Nukleinsduren,

wobei Nukleinsduren besonders bevorzugt und RNAs am meisten bevorzugt sind.

25  Die Formulierung ,,Analyse von Biomolekiilen in der oder aus der mit der Zu-
sammensetzung in Kontakt gebrachten biologischen Probe* bedeutet dabei, dass
die Analyse sowohl in situ als auch ex situ, also beispielsweise nach Isolierung der
Biomolekiile aus der biologischen Probe erfolgen kann. Sollen Biomolekiile aus

einer biologischen Probe zum Zwecke der Analyse isoliert werden, so kann es
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vorteilhaft sein, insbesondere im Falle von Zellen, Geweben oder anderen kom-
plexen oder kompakten Proben die Proben zunichst zu homogenisieren, wobei
dieses Homogenisieren auf mechanischem Weg, beispielsweise mittels Kaniilen,
Morsern, Rotor-Stator-Homogenisatoren, einer Kugelmiihle oder dergleichen, auf
5 chemischem Weg durch den Einsatz geeigneter Lysepuffer, welche iiblicherweise
Detergenzien und/oder chaotrope Substanzen beinhalten, auf enzymatischem
Weg, beispielsweise unter Einsatz von Proteasen, oder durch eine Kombination

dieser Malinahmen, durchgefiihrt werden kann,

10 Zur histologischen Analyse oder zur Analyse von Biomolekiilen in der oder aus
der biologischen Probe konnen dabei alle dem Fachmann bekannten und geeignet
erscheinenden Analyseverfahren eingesetzt werden, vorzugsweise Verfahren aus-
gewihlt aus der Gruppe umfassend die Lichtmikroskopie, die Elektronenmikro-
skopie, die konfokale [.aserscanningmikroskopie, die lLaser-Micro-Dissection,

15  Scanningelektronenmikroskopie, das Western-Blotting, den Southern-Blotting,
Northern-Blotting, den Enzyme-linked Immonosorbent-Assay (ELISA), die Im-
munprézipitation, die Affinitdtschromatographie, die Mutationsanalyse, die Poly-
acrylamidgelelektrophorese (PAGE), insbesondere die zweidimensionale PAGE,
die HPLC, die Polymerasekettenreaktion (PCR), die RFLLP-Analyse (Restriction

20  Fragment Length Polymorphism-Analyse), die SAGE-Analyse (Serial Analysis of
Gen Expression), die FPL.C-Analyse (IFast Protein Liquid Chromatography), die
Massenspektrometrie, beispielsweise die MALDI-TOFI-Massenspektrometrie
oder die SELDI-Massenspektrometrie, die Microarray-Analyse, die LiquiChip-
Analyse, die Analyse der Aktivitit von Enzymen, HLA-Typing, Sequenzierung,

25  WGA (,,Whole Genome Amplification”), WTA ("Whole Transkriptome Amplifi-
cation"), RT-PCR, Real-Time-PCR bzw. —RT-PCR, RNase-Protection-Analyse

oder Primer-Extension-Analyse.
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Gemal einer besonderen Ausfiihrungsform des erfindungsgemifBen Verfahrens
umfasst der Verfahrensschritt iv) eine Analyse von Nukleinsduren in der oder aus
der biologischen Probe und/oder eine Analyse von Proteinen in der oder aus der

biologischen Probe.

Einen Beitrag zur L.osung der eingangs genannten Aufgaben leistet auch die durch

das erfindungsgemif3e Verfahren behandelte biologische Probe.

Einen weiteren Beitrag zur LL.osung der eingangs genannten Aufgabe leistet auch
10 die Verwendung eines aromatischen Alkohols, vorzugsweise von Phenolderiva-
ten, besonders bevorzugt von Phenol, in einer Zusammensetzung zur Behandlung
einer gefrorenen oder nicht gefrorenen biologischen Probe gemifl dem eingangs

beschriebenen Verfahren.

15 Auch die Verwendung eines aromatischen Alkohols, vorzugsweise von Phenolde-
rivaten, besonders bevorzugt von Phenol, zur Behandlung einer biologischen Pro-
be unter nicht-lysierenden Bedingungen leistet einen Beitrag zur [L.sung der ein-
gangs genannten Aufgaben, wobei als aromatische Alkohole und biologische Pro-
ben diejenigen aromatischen Alkohole bzw. biologische Proben bevorzugt sind,

20  die bereits eingangs im Zusammenhang mit dem erfindungsgemifen Verfahren

genannt worden sind.

Einen weiteren Beitrag zur LLosung der eingangs genannten Aufgaben leistet auch
die Verwendung einer Zusammensetzung umfassend

25
(a) 1 bis 90 Gew.-%, vorzugsweise 1 bis 75 Gew.-% und besonders bevorzugt 1

bis 50 Gew.-% mindestens eines aromatischen Alkohols,
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(b) 10 bis 99 Gew.-%, vorzugsweise 20 bis 90 Gew.-% und besonders bevor-
zugt 30 bis 80 Gew.-% mindestens eines von einem aromatischen Alkohol
verschiedenen Losungsmittels, sowie

(c) 0 bis zu 89 Gew.-%, vorzugsweise 0,01 bis 60 Gew.-% und besonders be-
vorzugt 0,1 bis 40 Gew.-% mindestens eines von den Komponenten (a) und

(b) verschiedenen Zusatzstoffes,

wobei die Gesamtmenge der Komponenten (a) bis (¢) 100 Gew.-% betrigt,

zur Behandlung einer biologischen Probe, insbesondere zur Stabilisierung von
Biomolekiilen wie Nukleinsduren, Proteinen oder Metaboliten, besonders bevor-
zugt von Nukleinsduren und Proteinen, am meisten bevorzugt von Nukleinsiuren
und insbesondere bevorzugt von RNAs, wie etwa mRNAs, in einer oder aus einer
biologischen Probe und/oder zur histologischen Analyse einer biologischen Probe,
wobei als LOsungsmittel, aromatische Alkohole und Zusatzstoffe diejenigen Ver-
bindungen bevorzugt sind, die bereits eingangs im Zusammenhang mit dem erfin-
dungsgenannten Verfahren als bevorzugte Ausfithrungsformen beschrieben wur-

den.

Einen Beitrag zur L.osung der eingangs genannten Aufgaben leistet auch ein Kit,

umfassend

(a) die vorstehend beschriebene Zusammensetzung, sowie optional

(b) Reagenzien zur Analyse von Biomolekiilen in oder aus einer biologischen

Probe und/oder zur Analyse der Morphologie einer biologischen Probe.

Bei den Reagenzien zur Analyse von Biomolekiilen in oder aus einer biologischen

Probe oder zur Analyse der Morphologie einer biologischen Probe kann es sich
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grundsitzlich um alle dem Fachmann bekannten Reagenzien handeln, die zur oder
bei der morphologischen Analyse einer biologischen Probe oder zur oder bei der
Analyse von Biomolekiilen in einer oder aus einer biologischen Probe verwendet
werden konnen. Diese Reagenzien umfassen insbesondere Farbstoffe zum Féirben
5 von Zellen oder Zellbestandteilen, Antikérper, gegebenenfalls markiert mit Fluo-
reszenzfarbstoffen oder Enzymen, eine Absorptionsmatrix, wie etwa DEAE-
Zellulose oder eine Silica-Membran, Substrate fiir Enzyme, Agarose-Gele, Poly-
acrylamid-Gele, Losungsmittel wie Ethanol, chaotrope Reagenzien oder Phenol,
wissrige Pufferlosungen, RNase-freies Wasser, Lyse-Reagenzien, alkoholische

10 Losungen und dergleichen.

Weiterhin kann ein erfindungsgemiBes Kit als Komponente beispielsweise min-
destens eine Vorrichtung (c), beispielsweise in Form eines verschlieBbaren Gefa-
Bes, zur Sammlung oder Aufnahme einer festen oder fliissigen biologischen Probe

15  enthalten. Dabei kann die Vorrichtung (c) gegebenenfalls vor Sammlung oder
Aufnahme der biologischen Probe die Zusammensetzung enthalten. Bei der Vor-
richtung kann es sich um jedes dem FFachmann bekannte Gefdl zur Sammlung
oder Aufnahme einer festen oder flissigen biologischen Probe handeln. Bevor-
zugte GefdBe sind beispielsweise [Falcon-Tubes, Eppendorf-Gefdfle, Greiner-

20 Rohrchen, oder eines der in den  Druckschriften US 6,602,718,
US 2004/0043505 Al, US 2005/0160701 Al, US 2003/0086830 A1,
US 2003/0087423 Al oder WO 2005/014173 A1 beschriebenen Gefile.

Ein erfindungsgeméfes Kit kann dabei
25
(a) Fine Zusammensetzung wie oben beschrieben, sowie
(¢) eine Vorrichtung zur Sammlung oder Aufnahme einer festen oder fliissigen
biologischen Probe, wobei die Vorrichtung gegebenenfalls vor Sammlung

oder Aufnahme der biologischen Probe mindestens eine der unter (a) ge-
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nannten Verbindungen oder eine Zusammensetzung beinhaltend mindestens

eine unter (a) genannten Verbindungen enthalten kann.

Alternativ kann ein weiteres erfindungsgeméi@es Kit die oben beschriebenen Kom-

5 ponenten (a), (b) und (c) enthalten.

Einen weiteren Beitrag zur LLosung der eingangs genannten Aufgaben leistet auch

ein Verfahren zur Behandlung einer Krankheit, umfassend die Verfahrensschritte:
10 (a) Diagnose der Krankheit durch ein Diagnoseverfahren, welches die Analyse
einer biologischen Probe durch vorstehend beschriebene Verfahren umfas-

send die Verfahrensschritt i), ii) und iv) umfasst, sowie

(b) therapeutische Behandlung der diagnostizierten Krankheit.

15
Die Erfindung wird nun anhand nichtlimitierender I'iguren und Beispiele ndher
erldutert.
Es zeigt die Figur 1 den im Beispiel 3 erhaltenen Western-Blot.

20

Es zeigt die Figur 2 ein 1%iges Formaldehyd-Agarose-MOPS-Gel, in dem die

Proben aus dem Beispiel 6 aufgetragen wurden.

Es zeigt die Figur 3 ein 1%iges Formaldehyd-Agarose-MOPS-Gel, in dem die

25  Proben aus dem Beispiel 8 aufgetragen wurden.

Es zeigt die Figur 4 ein 1%iges Formaldehyd-Agarose-MOPS-Gel, in dem die

Proben aus dem Beispiel 5 aufgetragen wurden.
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BEISPIELE

1. Stabilisierung von RNA in biologischen Proben in Gegenwart von Phenol

5 Nierengewebe der Ratte wurde unverziiglich nach Organentnahme mit 500 ul
30 % Phenol in DMSO versetzt und bei verschiedenen Temperaturen gelagert
(sieche Tabelle 1). Im Anschluss an die Lagerung wird die RNA aus den gelagerten

Proben isoliert.

10 Zur RNA-Isolierung wird das Gewebe nach Lagerung aus den [.Osungen entfernt
und je 5 mg Gewebe 500 pl eines handelsiiblichen Guanidinium-Isothiocyanat-
Puffers, wie z. B. RLT-Puffer der Firma QIAGEN zugeben. Die Probe wird mit
Hilfe einer Kugelmiihle, wie z. B. TissuelLyzer der Firma QIAGEN, {iiber einen
Zeitraum von 2 x 5 min bei 25 Hz mit einer 5 mm Stahlkugel homogenisiert, wo-

15 bei der Guanidinium-Isothiocyanat-Puffer auf aus dem Stand der Technik bekann-
te Weise die Zellen lysiert und die freigesetzten Proteine denaturiert. Anschlie-
Bend werden die Lysate bei 14000 UpM fiir 3 min zentrifugiert. Vom Uberstand
werden 500 ul, die 5 mg Gewebe repridsentieren, abgenommen. Zu diesen Proben
wird 1 Volumen (500 ul) 70 %-iges Ethanol zugefiigt und durch mehrmaliges

20  Auf- und Abpipettieren oder durch Vortexen iiber einen Zeitraum von ca. 5's ge-
mischt. Das Lysat wird anschlieBend in eine handelsiibliche Silicamembran ent-
haltene 96 well-Platte, wie z. B. RNeasy96-plate der Firma QIAGEN, aufgetragen
und durch Zentrifugation (4 min bei 6000 UpM) durch die Membran hindurchge-
fihrt. Die RNA bleibt an der Membran gebunden und wird anschlieend mit ei-

25 nem ersten handelsiiblichen Guanidinium-Isothiocyanat-haltigen Waschpuffer,
beispielsweise mit dem Puffer RW1 der Firma QIAGEN, gewaschen. Anschlie-
Bend wird zur enzymatichen Entfernung etwaig gebundener gesamt-DNA DNA-
sel in einen geeigneten Puffer auf die Sdule aufgeben und fiir 15 min bei Raum-

temperatur zwecks Abbau der gebundenen DNA inkubiert. Im Anschluss wird
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erneut mit einem ersten handelsiiblichen Guanidinium-Isothiocyanat-haltigen
Waschpuffer, beispielsweise mit dem Puffer RW1 der Firma QIAGEN, und da-
nach mit einem zweiten Tris-haltigen bzw. Tris- und alkoholhaltigen Waschpuf-
fer, z. B. Puffer RPE der Firma QIAGEN, gewaschen. Dabei werden die Wasch-
5  puffer jeweils durch Zentrifugation (4 min bei 6000 UpM) durch die Membran
hindurchgefiihrt. Die Waschung mit dem zweiten Tris-haltigen bzw. Tris- und
alkoholhaltigen Waschpuffer wird wiederholt wobei gleichzeitig die Membran
durch die Zentrifugation (10 min 6000 UpM) getrocknet wird. Zur Elution werden
50 ul RNase-freies Wasser auf die Membran pipettiert, um die gereinigte RNA
10 von der Membran abzulsen. Nach einer Inkubation von 1 min bei einer Tempera-
tur im Bereich von 10 - 30°C wird das Fluat durch Zentrifugation (1 min bei
10000 xg) durch die Membran hindurchgefiihrt und der Elutionsschritt wird zum

Zwecke einer vollstidndigen Elution noch einmal wiederholt.

15  Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird nach Verdiinnung in Wasser durch
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer Wellenldnge von 260 nm
ermittelt. Die Qualitdt der so gewonnenen RNA wird durch die photometrische
Bestimmung des Verhiltnisses der Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei

280 nm bestimmt. Die Ergebnisse der Isolierungen sind in Tabelle 1 dargestellt.

20
Tabelle 1
Lagerung 260nm/280nm RNA'[Z:‘g‘?be“te
1d 37°C 2,14 19,7
7d RT 2,09 9,5
3d 4°C 2,05 4,2
Wie der Tabelle 1 zu entnehmen ist, wird durch eine erfindungsgeméile Zusam-
mensetzung RNA in biologischen Proben stabilisiert.
25
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2. Stabilisierung von DNA in biologischen Proben in Gegenwart von Phenol

Nierengewebe der Ratte wurde unverziiglich nach Organentnahme mit 500 ul
30 % Phenol in DMSO versetzt und bei verschiedenen Temperaturen gelagert
5  (siche Tabelle 2). Im Anschluss an die [.agerung wird die DNA aus den gelager-

ten Proben i1soliert.

Zur DNA-Isolierung wird das Gewebe nach Lagerung aus den Losungen entfernt
und je 10 mg Gewebe in 180 pl des Puffers ALT des Herstellers QIAGEN
10 zugeben. Die Probe wird mit Hilfe einer Kugelmiihle, wie z. B. TissueLyzer der
Firma QIAGEN, iiber einen Zeitraum von 30 s bei 25 Hz mit einer 5 mm Stahlku-
gel homogenisiert und anschlieBend fiir 15s bei 14000 x g zentrifugiert. Nach
Zugabe von 120 ul der Protease K-Losung (Hersteller QTAGEN) werden die Ly-
sate fiir 2 Stunden bei 55°C unter schiitteln inkubiert. Nach der Inkubation werden
15 4 ul RNAse A (100 mg/ml) zugeben, gemischt und die Mischung fiir 2 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wird 300 ul eines handelstibli-
chen Guanidinium-Hydrochloridhaltigen Lysepuffers, wie der Puffer AL des Her-
stellers QIAGEN, zugegeben und die Proben mittels Vortexen durchmischt. Es
erfolgt eine Inkubation bei 70°C fiir 10 min. Nach Mischung mit 300 ul 100 %
20  Ethanol werden die Proben auf eine Silicamembran enthaltende 96 well-Platte
(DNeasy 96-plate der Firma QIAGEN) aufgetragen und das Lysat mittels Zentri-
fugaion fiir 10 min bei 6000 UpM durch die Membran gefiihrt. Die DNA bleibt an
der Membran gebunden und wird zunéchst mit einem ersten handelsiiblichen
Guanidinium-Hydrochlorid-haltigen Waschpuffer, beispielsweise mit dem Puffer
25  AWI1 der Firma QIAGEN, und danach mit einem zweiten alkoholhaltigen
Waschpuffer, z. B. Puffer AW2 der Firma QIAGEN, gewaschen. Dabei werden
die Waschpuffer jeweils durch Zentrifugation (5 min bei 6000 UpM) durch die
Membran hindurchgefiihrt. Im Anschluss wird die Platte fiir 10 min bei 70°C in-
kubiert. Die Elution der DNA erfolgt durch Auftrag von 200 ul des auf 70°C vor-
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gewidrmten Elutionspuffers AE (QIAGEN). Nach einminiitiger Inkubation wird
der Elutionspuffer durch Zentrifugation durch die Membran hindurchgefiihrt
(5 min bei 6000 UpM) und die Elution wiederholt.

5 Die Menge an isolierter Gesamt-DNA wird nach Verdiinnung in Wasser durch
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer Wellenldnge von 260 nm
ermittelt. Die Qualitdt der so gewonnenen DNA wird durch die photometrische
Bestimmung des Verhiltnisses der Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei

280 nm bestimmt. Die Ergebnisse der Isolierungen sind in Tabelle 2 dargestellt.

10
Tabelle 2
Lagerung 260nm/280nm DNA'[f:lgl?be“te
1d 37°C 192 106
3d 25°C 201 25.0
7d 25°C 1,98 13.8
3d 4°C 1,97 1.1
7d4°C 1,98 15.3

Wie der Tabelle 2 zu entnehmen ist, konnen aus den erfindungsgemif stabilisier-
ten Proben, welche fiir mehrere Tage bei Temperaturen von bis zu 37°C gelagert

15 wurden, auch noch ausreichende Mengen an DNA isoliert werden.

3. Stabilisierung von Proteinen in biologischen Proben in Gegenwart von Phe-

nol

20  Lebergewebe der Ratte wurde unverziiglich nach Organentnahme mit je 1 ml
30% Phenol in DMSO (Probel) oder PBS (als Negativkontrolle, Probe 2) versetzt
und fiir 3 Tage bei 25°C im Inkubator gelagert. Im Anschluss an die Lagerung
wird ein Proteinextrakt aus den gelagerten Proben hergestellt. Zur Positivkontrolle

(Probe 3) wird Lebergewebe verwendet, welches nach Entnahme aus der Ratte
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direkt in flissigem Stickstoff gefroren und anschlieend bei -80°C gelagert wur-

de.

Zur Herstellung des Proteinextraktes wird das Gewebe nach Lagerung aus den

5 Losungen entfernt und je 10 mg Gewebe 400 ul eines iiblichen Extraktionspuf-
fers, hier in einer Zusammensetzung von 8§ M Harnstoff, 100 mM Natriumdi-
hydrogenphosphat und 10 mM Tris, pH 8,0, zugeben und die Probe mit Hilfe ei-
ner Kugelmiihle, z. B. dem TissuelLyzer der Firma QIAGEN, homogenisiert. Das
so entstandene Lysat wird fir 15s bei moglichst hoher Drehzahl (z. B. ca.

10 20000 x g) zentrifugiert um ungeloste Bestandteile zu pelletieren. Der proteinhal-
tige Uberstand wird abgenommen und die Proteinkonzentration mittels eines
Bradford-Testes bestimmt. Je 1,5ug Protein wird auf einem SDS-
Polyacrylamidgel nach iiblichem Verfahren aufgetrennt und mittels einer Se-
midry-Blotting-Apperatur nach Angaben des Herstellers auf eine Nitrozellulose-

15 membran geblottet. Die Membran wird nach dem Stand der Technik mit Milch-
pulver abgesittigt und mit einem ERK2-spezifischen Antikorper, z. B. der Firma
QIAGEN, nach Angaben des Herstellers hybridisiert, und eine Immunodetektion
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Figur 1 gezeigt.

20  Der Nachweis eines spezifischen Proteins, hier einer Kinase, belegt, daf3 die Pro-

teine durch die Phenolhaltige L.osung bei Raumtemperatur stabilisiert werden.

4. Histologische Analyse von stabilisierten Geweben

25  Leber und Nierengewebe der Ratte wurde unverziiglich nach Organentnahme mit
je 1 ml 30 % Phenol gelost in DMSO versetzt und fiir 1 Tag bei 25°C im Inkuba-
tor gelagert. Nach der Lagerung: werden die Gewebestiicke aus den Losungen
entnommen, in Plastikkassetten tiberfithrt und nach tiblichen Protokollen in einer

aufsteigenden Ethanolreihe, sowie in Xylol inkubiert und in Paraffin eingebettet.
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Mit Hilfe eines Microtoms werden Schnitten aus dem in Paraffin eingebetteten
Gewebe erstellt und diese auf dem Objekttriger nach iiblichen Methoden einer
Hématoxylin-Eosin-Farbung unterzogen. Die gefdrbten Gewebeschnitte werden
lichtmikroskopisch untersucht, wobei erkennbar wird, dass die Losung den Erhalt

5  der Morphologie der Gewebe ermdglicht.

5. Transition gefrorener biologischer Proben in Gegenwart von Phenol

Lebergewebe aus Ratte, welches nach Entnahme in fliisssigem Stickstoff eingefro-
10 ren und bei -70°C gelagert wurde, wird fiir diesen Versuch verwendet. Fiir jedes
Transitionssexperiment werden 20 bis 50 mg Gewebe abgewogen und gefroren
mit  verschiedenen,  nicht-gekiihlten = (Raumtemperatur)  Behandlungs-
zusammensetzungen (siche Tabelle 3) versetzt und fiir 3 Tage bei 25°C gelagert.
Im Anschluss an die Transition wird die RNA aus den gelagerten Proben isoliert.
15
Dazu wird das Gewebe nach Lagerung aus den Behandlungslésungen entfernt und
7zu je 10 mg Gewebe 350 ul eines handelsiiblichen Guanidinium-Isothiocyanat-
Puffers, wie z. B. RLT-Puffer der Firma QIAGEN zugeben. Die Probe wird mit
Hilfe einer Kugelmiihle, wie z. B. MM300 der Firma QIAGEN, iiber einen Zeit-
20  raum von 2 X 2 min bei 20 Hz mit einer 5 mm Stahlkugel homogenisiert, wobei
der Guanidinium-Isothiocyanat-Puffer auf aus dem Stand der Technik bekannte
Weise die Zellen lysiert und die freigesetzten Proteine denaturiert. Anschlieend
werden die Lysate bei 14000 UpM fiir 3 min zentrifugiert. Vom Uberstand wer-
den zwei Portionen von je 350 ul, die entsprechend 10 mg Gewebe reprisentieren,
25  abgenommen. Zu diesen Proben wird 1 Volumen (350 ul) 70 %-iger Ethanol zu-
geftigt und durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren oder durch Vortexen iiber
einen Zeitraum von ca. 5 s gemischt. Das Lysat wird anschlieend in eine han-
delstibliche Silicamembran enthaltene spin-S#ule, wie z. B. RNeasy-Sédulen der

Firma QIAGEN, aufgetragen und durch Zentrifugation (1 min bei 10.000 x g)
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durch die Membran hindurchgefiihrt. Die RNA bleibt an der Membran gebunden
und wird anschlieBend mit einem ersten handelsiiblichen Guanidinium-
Isothiocyanat-haltigen Waschpuffer, beispielsweise mit dem Puffer RW1 der Fir-
ma QIAGEN, und danach mit einem zweiten Tris-haltigen bzw. Tris- und alko-
5  holhaltigen Waschputffer, z. B. Puffer RPE der Firma QIAGEN, gewaschen. Da-
bei werden die Waschpuffer jeweils durch Zentrifugation (1 min bei 10.000 x g)
durch die Membran hindurchgefiihrt. Die Waschung mit dem zweiten Tris-
haltigen bzw. Tris- und alkoholhaltigen Waschpuffer wird mit einem geringeren
Volumen wiederholt, wobei gleichzeitig die Membran durch die Zentrifugation
10 (2 min bei 20.000 x g) getrocknet wird. Zur Flution werden 40 ul RNase-freies
Wasser auf die Membran pipettiert, um die gereinigte RNA von der Membran
abzulosen. Nach einer Inkubation von 1 min. bei einer Temperatur im Bereich von
10 - 30°C wird das Eluat durch Zentrifugation (1 min bei 10.000 x g) durch die
Membran hindurchgefiihrt und der Elutionsschritt wird zum Zwecke einer voll-

15  stidndigen Elution noch einmal wiederholt.

Im Anschluss werden die Menge und Qualitdt der RNA bestimmt, wie unter Bei-
spiel 1 beschrieben. Die Ergebnisse sind ebenfalls der Tabelle 3 zu entnehmen.
Die isolierte RNA wird auf einem 1,0%igen Formaldehydagarose-MOPS-Gel, das

20  mit Ethidiumbromid angeférbt ist, analysiert. Das Ergebnis ist in Figur 4 gezeigt.

Tabelle 3
RNA-
Bahn Behandlungszusammensetzung | 260nm/280nm | Ausbeute
[mg]
1 100% DMSO 1,77 7,1
2 4,97 ml DMSO + 0,497 g Phenol 1,78 17,5
3 4,6 ml DMSO + 0,92 g Phenol 1,78 41,3
4 4,93 ml DMSO + 1,48 g Phenol 1,81 37,0
5 4,28 ml DMSO + 1,71 g Phenol 1,79 50,3

Der Tabelle 3 und der Figur 4 sind zu entnehmen, dass Phenol auch in Transiti-
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onszusammensetzungen einen positiven Finfluss auf die Stabilisierung von Bio-

molekiilen wie RNA in biologischen Proben hat.

5 6. Transition gefrorener biologischer Proben in Gegenwart von Phenol in un-

terschiedlichen organischen L.osungsmitteln

Leber- oder Nierengewebe der Ratte, welches nach Entnahme in fliissigem Stick-
stoff eingefroren und bei -70°C gelagert wurde, wird fiir diesen Versuch verwen-
10 det. Fir jedes Transitionsexperiment werden 20 bis 50 mg Gewebe abgewogen
und gefroren mit verschiedenen, nicht-gekiihlten Behandlungs-
zusammensetzungen versetzt (verwendete LOsungen siche Tabelle 4) und fiir
3 Tage bei 25°C gelagert. Im Anschluss an Transition und Lagerung wird die
RNA aus den gelagerten Proben isoliert, wie unter Beispiel 5 beschrieben. Die
15  isolierte RNA wird auf Agarosegelen, die mit Ethidiumbromid angefirbt sind,
analysiert. Hierzu werden beispielsweise 1,0%ige Formaldehyd-Agarose-MOPS-
Gele angefertigt. Es werden jeweils 5 ul des Fluates eingesetzt. Das Frgebnis ist

in der Figur 2 gezeigt.

20 Tabelle 4

Probe Behandlungszusammensetzung Probe
1 5,06ml Methanol + 0,506 g Phenol Leber
2 5,07ml Methanol+ 1,014 g Phenol Leber
3 75 ml Methanol+ 25 g Phenol Leber
4 4,77ml Aceton+ 0,477 g Phenol Leber
5 5,10ml N,N-Dimethylacetamid+ 0,51 g Phenol Leber
6 4,69ml N,N-Dimethylacetamid+ 0,937 g Phenol Leber
7 5,25ml Diehtylenglycol+ 1,05 g Phenol Leber
8 8,32 DMSO+ 0,415 g Phenol Niere
9 37,5ml DMSO+ 12,5 g Phenol 1 eber

Wie der Figur2 zu entnehmen ist, weist Phenol in verschiedenen organischen
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Losungsmitteln auch in einer Transitionszusammensetzung einen positiven Fin-

fluss auf die Stabilisierung von RNA auf.

7. Verbesserung der Stabilisierungseigenschaften von Phenol in Behandlungs-

5 zusammensetzungen durch Zusatzstoffe

Lebergewebe der Ratte, welches nach Entnahme in flissigem Stickstoff einfroren
und bei -70°C gelagert wurde, wird fiir diesen Versuch verwendet. Fiir jedes
Transitionsexperiment werden 20 bis 50 mg Gewebe abgewogen und gefroren mit
10 je 1 ml einer nicht-gekiihlten L.osung aus 25% Phenol und 75% DMSO und ver-
schiedenen Zusatzstoffen versetzt (verwendete L.osungen siehe Tabelle 5). Hierzu
werden 950 ul der Phenol-DMSO-Losung mit je 50 ul der jeweils 1 M Zusatzstof-
fe versetzt, so dass die Endkonzentration der Zusatzstoffe jeweils S0 mM betrigt.
Im Falle von DTT als Zusatzstoff werden 944,5 ul der Phenol-DMSO-L6sung mit
15 55,5 ul einer 0,9 M DTT-Losung gemischt, so dass auch hier die Zuatzstoff-
Endkonzentration 50 mM betrdgt. Zum Vergleich wird 1 ml der Phenol-DSMO-
Losung ohne Zusatzstoff-Zugabe verwendet. Die Proben werden fiir 3 Tage bei
25°C gelagert. Im Anschluss an die Transition und Lagerung wird die RNA aus
den gelagerten Proben isoliert, wie unter Beispiel 5 beschrieben. Das Ergebnis ist

20  ebenfalls der Tabelle 5 zu entnehmen.

Tabelle 5
RNA-
Zusatzstoff 260nm/280nm | Ausbeute

[ngl
1,81 15,5
Morpholinoethansulfonsdure 1,75 23,2
MOPS 1,83 22,1
Betain 1,76 37,6
DTT 1,74 54,5
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Auch der Tabelle 5 ist zu entnehmen, dass durch den Zusatz bestimmter Zusatz-
stoffe die stabilisierenden Figenschaften von Phenol auch in Transitionszusam-

mensetzungen weitere verbessert werden konnen.

5 8. Lagerung der Probe nach Transition auf3erhalb der Behandlungszusammen-

setzung

Lebergewebe der Ratte, welches nach Entnahme in flissigem Stickstoff einfroren
und bei -70°C gelagert, wird fiir diesen Versuch verwendet. Fiir jedes Transition-
10 sexperiment werden 20 bis 50 mg Gewebe abgewogen und gefroren mit einer auf
im Kiihlschrank auf 2°C bis §°C vorgekiihlten 1.osung aus 30% Phenol, geldst in
DMSO, versetzt. Die Proben werden iiber Nacht bei 2°-8°C im Kiihlschrank gela-

gert.

15 Nach der Transition werden die Proben aus der Transitionszusammensetzung ent-
nommen und trocken bei Raumtemperatur fiir 30 min, 45 min, 60 min, 90 min,
2h 30 min und 4h 30 min gelagert. AnschlieBend wird die RNA, wie unter Bei-

spiel 1 beschrieben, isoliert.

20  Die isolierte RNA wird auf Agarosegelen, die mit Ethidiumbromid angefirbt sind,
analysiert, wie unter Beispiel 6 beschrieben. Das Ergebnis ist in Figur 3 wieder-

gegeben.

Der Figur 3 kann entnommen werden, dass nach der erfindungsgemifien Transiti-
25  on gefrorener biologischer Proben diese Proben auch fiir lingere Zeitriume au-
Berhalb der Behandlungszusammensetzung ohne Einbuflen hinsichtlich der Men-

ge und der Qualitdt der RNA in der biologischen Probe gelagert werden kénnen.
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9. Stabilisierung von RNA in biologischen Proben in Gegenwart von Phenol

Lebergewebe der Ratte wurde unverziiglich nach Organentnahme mit 1ml ver-
schiedener Zusammensetzungen (siche Tabelle 6) versetzt und 3 Tage im Kiihl-
5  schrank bei 2-8°C gelagert. Im Anschluss an die L.agerung wird die RNA aus den
gelagerten Proben isoliert wie in Beispiel 5 beschrieben. Das Ergebnis ist eben-

falls der Tabelle 6 zu entnehmen.

Tabelle 6:
Zusammensetzung 260nm/2800m RNA-[z:lgl?bellte
5% Phenol in DMSO 1,94 35,5
10% Phenol in DMSO 1,98 48,9
30% Phenol in DMSO 2,0 44,3

10
Der Tabelle 6 kann entnommen werden, dass unterschiedliche Konzentrationen

des aromatischen Alkohols zur Stabilisierung verwendet werden kdnnen.

Die vorstehend beschriebenen Beispiele zeigen, dass aromatische Alkohole wie
15 Phenol in unterschiedlichsten Zusammensetzungen einen positiven Einfluss auf
die Stabilisierung von Biomolekiilen, insbesondere von Nukleinsiduren oder Prote-
inen, sowohl bei der Behandlung frischer, nicht-geforener biologischer Proben als

auch bei der Behandlung gefrorner biologischer Proben haben.
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PATENTANSPRUCHE

Ein Verfahren zur Behandlung einer biologischen Probe, umfassend die

Verfahrensschritte

1) Bereitstellen einer biologischen Probe, und

ii)  in Kontakt bringen der biologischen Probe mit einer Zusammenset-

zung, umfassend

(a) 1 bis 90 Gew.-% mindestens eines aromatischen Alkohols,

(b) 10 bis 99 Gew.-% mindestens eines von einem aromatischen
Alkohol verschiedenen L&sungsmittels, sowie

(¢) 0 bis 89 Gew.-% mindestens eines von den Komponenten (a)

und (b) verschiedenen Zusatzstoffes,

wobei die Gesamtmenge der Komponenten (a) bis (¢) 100 Gew.-% be-

tragt.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei es sich bei der biologischen Probe um

eine gefrorene oder eine nicht-gefrorene biologische Probe handelt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei es sich bei
dem nicht-aromatischen Losungsmittel um ein LOsungsmittel ausgewdhlt
aus der Gruppe beinhaltend Wasser, einwertige, nichtaromatische Alkohole,
mehrwertige, nichtaromatische Alkohole, Aldehyde, Ketone, Dimethylsul-

foxid, aromatische Kohlenwasserstoffe, halogenierte Kohlenwasserstoffe,
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Ether, Carbonsduren, Carbonsdureamide, Nitrile, Nitroalkane, Ester oder

Mischungen aus mindestens zwei dieser Losungsmittel.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Zusatz-

5 stoff (c) ausgewdhlt ist aus der Gruppe beinhaltend Detergentien, Inhibito-
ren, welche den Abbau von Nukleinsduren oder Proteinen hemmen, Visko-
sititsregulierer, Farbstoffe, Pufferverbindungen, Konservierungsstoffe,
Komplexbildner, Reduktionsmittel, Substanzen, welche die Permeabilitit

von Zellen verbessern, chaotrope Substanzen, Zucker, Trocknungsmittel,

10 Alkylierungsmittel, kreuzvernetzende Agentien, Salze, osmotisch aktive
Substanzen, Fixative sowie Mischungen aus mindestens zwei dieser Zusatz-

stoffe.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei es sich bei der

15 Komponente (a) um ein Phenolderivat handelt, bevorzugt um Phenol.

6.  Verfahren nach Anspruch 5, wobei die Zusammensetzung weniger als 50
Gew.-% Wasser, bezogen auf das Gesamtgewicht der Zusammensetzung,
als Zusatzstoff beinhaltet.

20

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das in Kon-

takt bringen der biologischen Probe mit der Zusammensetzung bei einer

Temperatur in einem Bereich von -80°C bis +80°C erfolgt.
25 8.  Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das Verfahren

zusitzlich zu den Verfahrensschritten i und ii) optional noch den Verfah-

rensschritt
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iii) Lagerung der mit der Zusammensetzung in Kontakt gebrachten biolo-
gischen Probe bei einer Temperatur in einem Bereich von —80°C bis

+80°C

5 und/oder den Verfahrensschritt

iv)  Analyse von Biomolekiilen in der oder aus der mit der Zusammenset-
zung in Kontakt gebrachten biologischen Probe und/oder histologi-
sche Analyse der mit der Zusammensetzung in Kontakt gebrachten

10 biologischen Probe

umfasst.

9, Eine biologische Probe, erhiltlich durch das Verfahren nach einem der An-

15 spriiche 1 bis 8.

10. Verwendung eines aromatischen Alkohols in einer Zusammensetzung zur
Behandlung einer gefrorenen oder nicht gefrorenen biologischen Probe ge-
méfl dem Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8.
20
11.  Verwendung eines aromatischen Alkohols zur Behandlung einer gefrorenen
oder nicht gefrorenen biologischen Probe unter nicht-lysierenden Bedingun-

gen.

25 12, Verwendung einer Zusammensetzung, umfassend

(a) 1 bis 90 Gew.-% mindestens eines aromatischen Alkohols,

(b) 10 bis 99 Gew.-% mindestens eines von einem aromatischen Alkohol

verschiedenen Losungsmittels, sowie
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(¢) 0 bis 89 Gew.-% mindestens eines von den Komponenten (a) und (b)

verschiedenen Zusatzstoffes,

wobei die Gesamtmenge der Komponenten (a) bis (c) 100 Gew.-% betrigt,

zur Behandlung einer biologischen Probe.

13. Ein Kit, beinhaltend

10 (a) die Zusammensetzung, wie in einem der Anspriiche 1, 3, 4, 5 und 6,

sowie optional

(b) Reagenzien zur Analyse von Biomolekiilen in oder aus einer biologi-
schen Probe und/oder zur Analyse der Morphologie einer biologischen

15 Probe,

(c) mindestens eine ggf. verschlieBbare Vorrichtung zur Sammlung oder
Aufnahme einer biologischen Probe, wobei gegebenenfalls die Zu-
sammensetzung (a) zur Sammlung oder Aufnahme der biologischen

20 Probe enthalten sein kann,

(d) mindestens ein Reagenz zur Analyse von Biomolekiilen in oder aus
einer biologischen Probe und/oder zur Analyse der Morphologie einer
biologischen Probe sowie.

25

-38 -



WO 2008/145708 PCT/EP2008/056644

1/4

Fig. 1



2/4

9\\\\\

&

g 1
g
3\\\\\



000000000000000000000000000000




000000000000000000000000000000




	Page 1 - front-page
	Page 2 - description
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - description
	Page 13 - description
	Page 14 - description
	Page 15 - description
	Page 16 - description
	Page 17 - description
	Page 18 - description
	Page 19 - description
	Page 20 - description
	Page 21 - description
	Page 22 - description
	Page 23 - description
	Page 24 - description
	Page 25 - description
	Page 26 - description
	Page 27 - description
	Page 28 - description
	Page 29 - description
	Page 30 - description
	Page 31 - description
	Page 32 - description
	Page 33 - description
	Page 34 - description
	Page 35 - description
	Page 36 - claims
	Page 37 - claims
	Page 38 - claims
	Page 39 - claims
	Page 40 - drawings
	Page 41 - drawings
	Page 42 - drawings
	Page 43 - drawings

