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The invention concerns a 2&

method for prolonged storage of
DNA molecules and a packaging

for implementing said method. Said
method is characterised in that, when
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the DNA has been extracted and
purified by any suitable technique,
whether standard or not, it consists
in encapsulating the previously
dehumidified DNA in a sealed,
non—corrosive metal capsule (1). The Zb
invention is useful for storing DNA.

(57) Abrégé 1 ADN

L’objet de T’invention est un
procédé de conservation de longue durée de molécules d’ADN et un conditionnement pour sa mise en oeuvre. L’invention concerne
un procédé de conservation de longue durée de molécules d’ ADN, caractérisé en ce qu’il consiste, aprés extraction et purification de I’ ADN
par toute technique appropriée, conventionnelle ou non, 4 effectuer une encapsulation dans une capsule (1) métallique, inoxydable, étanche,
de la molécule d’ADN préalablement déshumidifiée. Application a la conservation de I’ ADN.
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PROCEDE DE CONSERVATION DE LONGUE DUREE DE MOLECULES
D'ADN ET CONDITIONNEMENT POUR SA MISE EN OEUVRE

La présente invention a trait & I'ADN (Acide désoxyribonucléique)
notamment d'origine humaine, et vise a conserver la molécule d'ADN, laquelle
est porteuse des génes caractéristiques de chaque individu, c'est-a-dire de son
patrimoine génétique.

Plus précisément, I'invention vise la sauvegarde de I'information
génétique par la conservation de la molécule d'ADN de facon aussi prolongée
que possible et dans des conditions de préservation de l'intégrité de
I'information génétique. Cette invention présente de nombreux intéréts
notamment pour la médecine prédictive, pour la généalogie génétique et
I'identification.

Si la molécule d'ADN est relativement stable, des études
d'archéogénéticiens ayant révélé qu'elle peut se conserver des millions
d'années dans un environnement favorable, elle peut cependant étre dégradée
en |'absence de conservation dans un tel environnement.

Parmi les causes d'altération de I'ADN, on peut citer |'action des
radiations ionisantes telles que les rayons X ou gamma, l'action des
rayonnements ultraviolets, I'oxydation et I'hydrolyse enzymatique ou chimique.

La présente invention vise & proposer une technique de conservation de

I'ADN dans un environnement le préservant des effets des actions ci-dessus.
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A cet effet, I'invention a pour objet un procédé de conservation de
longue durée de molécules d'ADN, caractérisé en ce qu'il consiste, aprés
extraction et purification de - I'ADN par toute technique appropriée,
conventionnelle ou non, a effectuer une encapsulation dans une capsule
métallique, inoxydable, étanche, de la molécule d'ADN préalablement
déshumidifiée.

Suivant un premier mode de mise en oeuvre du procédé, I'ADN est
encapsulé dans une atmosphére constituée d'un ou plusieurs gaz inertes et
présentant un degré d'humidité inférieur ou égal & 1 ppm d'eau.

Suivant un deuxiéme mode de mise en oeuvre d‘u procédé, avant ladite
encapsulation physique, I"ADN est soumis a une encapsulation chimique par
enrobage dans un (co)polymeére approprié.

Suivant une variante de ce deuxiéme mode de mise en oeuvre,
I'encapsulation chimique est effectuée a I'aide d'un hybride constitué dudit
(colpolymere, de molécules organiques et/ou de sels inorganiques, a des fins
de protection renforcée de I'"ADN a I'égard des rayonnements ultraviolets ou
ionisants.

De préférence, et quel que soit le mode de mise en oeuvre du procédé,
I'encapsulage physique est complétée par la mise de ladite capsule métallique
inoxydable et étanche dans un conteneur résistant aux chocs et a
I'écrasement.

L'ADN ainsi encapsulé peut étre conservé théoriquement pendant
plusieurs dizaines de milliers d'années, a I'abri des radiations ionisantes, des
ultraviolets, des agressions chimiques et des contraintes mécaniques.

L'invention a également pour objet les différents types de
conditionnement obtenus conformément au procédé, lesquels se présentent
sous la forme soit d'une capsule seule, soit d'une capsule enfermée dans une
enveloppe protectrice appelée conteneur.

A l'intérieur de la capsule est conservé une quantité d'ADN, par exemple
30 ug, suffisante pour effectuer un nombre substantiel de prises d'échantilions

a tout moment.
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L'ADN est déposé directement sur la capsule, ou sur une coupelle de
verre introduite dans la capsule.

A chaque prise d'échantillon, la capsule est ouverte, la quantité désirée
d'ADN est prélevée, le reste étant laissé dans la capsule, le conditionnement
étanche étant reconstitué. L'ADN prélevé est ensuite réhydraté a des fins
d'analyse. |

Un tel conditionnement est de nature & assurer une préservation pérenne
du patrimoine génétique qui se trouve a !'abri notamment de l'oxydation et des
rayonnements ionisants et ultraviolets ainsi que d'autres agressions chimiques
ou mécaniques. .

D'autres caractéristiques et avantages ressortiront de la description qui
va suivre de modes de mise en oeuvre du procédé de I'invention, description
donnée a titre d'exemple uniquement et en regard du dessin annexé sur lequel
la figure unique illustre schématiquement une structure d'un conditionnement
conforme a l'invention.

Préalablement a la mise en oeuvre de l'invention, I'ADN est extrait et
purifié.

Ceci peut étre opéré par toute méthode conventionnelle ou non. L'ADN
peut étre extrait a partir de n'importe quelles cellules de I'organisme.

A titre d'exemple, I'ADN est extrait & partir du sang ou de bulbes de
cheveux, de cellules issues de la salive, de muqueuses ou de cellules de la
peau. On met en oeuvre ensuite un processus de purification a plusieurs
étapes, a savoir : désagrégation des cellules, élimination des protéines par
digestion enzymatique, isolement/extraction de I'ADN, amplification par
polymérisation, si nécessaire, et conservation a I'abri des facteurs d'altération.

L'ADN ainsi préparé se présente sous la forme d'un précipité dans de
I'alcool.

Le protocole ci-dessus est bien connu et peut étre remplacé par tout
autre procédé, existant ou nouveau.

L'ADN est alors, conformément a l'invention, placé dans une capsule
métallique, inoxydable et étanche. Une telle encapsulation dite physique est

effectuée dans une atmosphére constituée d'un ou plusieurs gaz inertes, tels
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que des gaz rares et présentant un degré d'humidité trés faible, de préférence
inférieur a 1 ppm d'eau, ladite atmosphére étant a la pression atmosphérique.

Ceci est opéré par exemple a I'aide d'une boite séche conventionnelle.

La capsule, représentée schématiquement en 1 sur la figure 1 du dessin
annexé, est par exemple une capsule d'or formée d'une petite cuvette
circulaire fermée par un opercule serti & la presse a la périphérie de la cuvette.

Le diamétre de la capsule d'or est par exemple de I'ordre de 5 mm et
son épaisseur de 2 & 3 mm.

La solidarisation étanche de la cuvette et de son opercule peut é&tre
effectuée par tout autre moyen approprié.

L'or est préférable & cause de sa malléabilité et de ses propriétés
d'inoxydabilité et de non-contamination de I'ADN. En variante, un alliage a
base d'or ou de platine peut étre utilisé.

L'atmosphére lors de I'encapsulation est desséchée afin d'éviter
I'hydrolyse et I'oxydation de I'ADN aprés sertissage.

La quantité d"ADN placée dans la capsule, par exemple une trentaine de
microgrammes, est largement suffisante pour autoriser un nombre substantiel
de prélévements distincts d'ADN dans la capsule au cours de sa conservation.

Un tel conditionnement peut suffire pour pouvoir assurer la préservation
pérenne du patrimoine génétique pendant des dizaines, voire des centaines de
milliers d'années, dans la mesure bien entendu ot ladite capsule reste integre.

Ce conditionnement protége I'ADN en particulier vis a vis :

- des réactions d'hydrolyses chimiques ou enzymatiques ;

- de coupures induites par des rayonnements ultraviolets ou toute

radiation ionisante telle que rayons X ou gamma ;

- de I'oxydation par I'oxygene de |'air.

Avantageusement et pour renforcer la préservation de I'ADN, la
capsule 1, a savoir ladite capsule d'or, est elle-méme enfermée dans un
conteneur étanche 2 en un matériau présentant de bonnes propriétés
meécaniques, de facon & mieux protéger la capsule 1 vis a vis d'agressions
mécaniques, en particulier les vibrations, les chocs et I'écrasement, ou toute

autre agression, par exemple une élévation de température et, d'une maniére
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générale, de facon a protéger ladite capsule contre I'environnement, qu'il soit
normal ou anormal.

Le conteneur 2 peut étre une sorte de petit boitier en deux parties 2a,
2b, scellées ou solidarisées par tout autre moyen pour assurer 'intégrité et
I'étanchéité de I'ensemble.

Le conteneur 2 peut étre par exemple en un matériau approprié, par
exemple céramique, composite, métallique, ou polymére.

Suivant un autre mode de mise en oeuvre du procédé de I'invention,
I'ADN dament préparé est, avant mise en place dans la capsule 1, soumis a
une encapsulation dite chimique.

A cet effet, I'ADN est enrobé dans un polymére ou copolymére inerte
vis a vis de I'ADN, a des fins de renforcement de la protection a I'égard des
facteurs d'altération, les molécules d'ADN étant a I'abri dans les pores du
(co)polymeére.

Le matériau d'enrobage est choisi de telle sorte qu'il puisse étre dissous
ultérieurement afin de pouvoir récupérer les molécules d'ADN.

Tout (co)polymere peut convenir, excepté ceux risquant de réagir contre
la molécule ADN, ceux qui empécheront la redissolution ultérieure de I'ADN et
ceux qui nécessitent pour une telle redissolution un solvant acide, c'est-a-dire
ayant un pH inférieur ou égal a 4 environ.

On peut réaliser une telle encapsulation chimique en placant le matériau
ADN diment préparé, par exemple une pelote d'ADN obtenue par
précipitation, dans une solution d'acide acrylique ou polyacrylique dans de
I'alcool méthylique.

Par exemple, on met en solution dans 50 cm® d'alcool méthylique 1 g
d'acide acrylique ou polyacrylique. L'alcool est lentement évaporé jusqu'a
I'obtention d'un gel visqueux. Un amas d'ADN d'environ 1 mm?® en suspension
dans une solution alcoolique est placé au sein de ce gel.

L'ensemble est desséché a 50°C jusqu'a I'obtention d'un bloc solide
contenant I'ADN, lequel est ensuite mis en place dans la capsule 1 suivant le
processus exposé plus haut, avec cette différence qu'il n'est plus nécessaire

d'opérer dans une boite séche, |'atmosphére neutre étant maintenue.
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Ultérieurement et & tout moment, aprés ouverture des enveloppes 1 et
2, I'ADN peut étre désencapsulé par immersion pendant 1 heure dans de
I'alcool éthylique. On obtient a nouveau un amas de molécules identique‘é
celui obtenu par le processus de purification.

Suivant un autre exemple mettant en oeuvre un autre (co)polymére, on
prépare une solution de 1g de métacrylate ou polymétacrylate de méthyle
dissous dans 50 cm® de dichlorométhane. Le solvant est évaporé jusqu'a
obtention d'un gel visqueux. Un amas d'ADN d'environ 1 mm® en suspension
dans une solution alcoolique est placé au sein de ce gel. L'ensemble est
desséché a 50°C jusqu'a obtention d'un bloc solide éontenant I'ADN, lequel
est ensuite mis en place dans la capsule 1 dans les mémes conditions que
I'exemple précédent.

Ultérieurement et a tout moment, aprés ouverture des enveloppes 1 et
2, I'ADN initial peut étre régénéré par dissolution du (co)polymére par le
dichlorométhane.

Suivant une variante de telles encapsulations chimiques, le (co)polymére
est associé a des molécules organiques et/ou des sels inorganiques a des fins
de meilleure protection vis a vis des rayonnements ultraviolets et des
radiations ionisantes. On peut notamment ajouter au (co)polymére des ions de
metaux lourds dans la mesure toutefois ou il n'y a pas de risques de Iésion de
I"ADN.

Suivant un exemple, on dissous 1g d'acrylamide ou de polyacrylamide
dans 25 cm?® d'eau distiliée. On ajoute a la solution 50 mg d'acétate de cuivre
et 50 mg d'acétate de zinc. L'eau est évaporée lentement jusqu'a obtention
d'un gel visqueux. Un amas d'ADN d'environ 1 mm® en suspension dans une
solution alcoolique est placé au sein de ce gel. L'ensemble est desséché 3
50°C jusqu'a obtention d'un bloc solide contenant I'ADN, lequel est ensuite
mis en place dans la capsule 1 dans les mémes conditions que les exemples
précédents.

Il est a noter que I'encapsulation chimique a l'aide d'un (co)polymeére

présente |'avantage de réaliser une polymérisation en billes individuelles, ce qui
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rend plus pratique les prélévements ultérieurs d'ADN, puisqu'il suffit de retirer
de la capsule une bille, sans toucher aux autres.

Comme polymére utilisable selon l'invention, on peut également citer
I'agarose.

Enfin, lI'invention n'est évidemment pas limitée aux modes de mise en
oeuvre illustrés ci-dessus mais en couvre au contraire toutes les variantes,
notamment en ce qui concerne la nature des matériaux constitutifs des
capsules 1 ou conteneurs 2, les conditions d'encapsulations physique et
chimique, la nature du (co)polymére d'encapsulation chimique et de ses
éventuels additifs, ainsi que les forme et dimensions desdites capsules 1 ou
conteneurs 2.

C'est ainsi qu'en variante |'ADN peut étre déposé sur une coupelle de
verre, notamment un verre sodo-calcique, telle que celle schématisée en 3 sur
la figure 2 du dessin annexé.

L'ADN adhére au verre de la coupelle 3 qui peut présenter, a titre
d'exemple, un diamétre de 7 mm et une hauteur de 1,2 mm, ladite coupelle 3

étant enfermée de maniére étanche dans la capsule 1.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de conservation de longue durée de molécules d'ADN,
caractérisé en ce qu'il consiste, aprés extraction et purification de I'ADN par
toute technique appropriée, conventionnelle ou non, & effectuer une
encapsulation dans une capsule (1) métallique, inoxydable, étanche, de la
molécule d'ADN préalablement déshumidifiée.

2. Procédé suivant la revendication 1, caractérisé en ce que |'ADN est
encapsulé dans une atmosphére constituée d'un ou blusieurs gaz inertes et
présentant un degré d'humidité inférieur ou égal a 1 ppm d'eau.

3. Procédé suivant la revendication 1, caractérisé en ce qu'avant ladite
encapsulation physique, I'ADN est soumis a une encapsulation chimique par
enrobage dans un (co)polymeére approprié.

4. Procédé suivant la revendication 3, caractérisé en ce que
I'encapsulation chimique est effectuée a l'aide d'un hybride constitué dudit
(co)polymeére, de molécules organiques et/ou de sels inorganiques, a des fins
de protection renforcée de I'ADN a ['égard des rayonnements ultraviolets ou
ionisants.

5. Procédé suivant la revendication 4, caractérisé en ce que |'hybride est
constitué d'un (co)polymeére et d'ions de métaux lourds.

6. Procédé suivant l'une des revendications 3 a 5, caractérisé en ce que
le (co)polymere et ses éventuels additifs organiques ou inorganiques sont
dissous dans un solvant, évaporé ensuite jusqu'a obtention d'un gel visqueux,
puis un amas déterminé d'ADN en suspension dans une solution alcoolique est
placé au sein dudit gel et I'ensemble est desséché a une température
appropriée jusqu'a |'obtention d'un bloc solide contenant I'ADN.

7. Procédé suivant la revendication 6, caractérisé en ce que
I'encapsulation chimique est suivie d'une encapsulation dans une capsule (1)
métallique, inoxydable, étanche, dans une atmosphére constituée d'un ou

plusieurs gaz inertes.
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8. Procédé suivant I'une des revendication 1 & 7, caractérisé en ce que
ladite capsule (1) est placée dans un conteneur étanche (2) résistant aux
chocs et a I'écrasement.

9. Procédé suivant I'une des revendications 1 a 8, caractérisé en ce
qu'avant son encapsulage dans la capsule métallique (1), I'ADN est déposé sur
une coupelle de verre. '

10. Conditionnement de conservation obtenu conformément au procédé
de l'une quelconque des revendications 1 & 7, caractérisé en ce qu'il est
constitué d'une capsule (1) en métal ou alliage métallique malléable et
présentant des propriétés d'inoxydabilité et de non-céntamination de I'ADN,

fermée de maniére étanche par un opercule par tous moyens appropriés,

- notamment un sertissage.

11. Conditionnement selon la revendication 10, plus particulierement
destiné a la mise en oeuvre du procédé de la revendication 8, caractérisé en ce
qu'il est enfermé dans un conteneur (2) dans un matériau choisi dans le
groupe comprenant les céramiques, les composites, les métaux, les polymeéres.

12. Conditionnement selon la revendication 10 ou 11, plus
particulierement destiné a la mise en oeuvre du procédé de la revendication 9,
caractérisé en ce qu'il comporte, a |'intérieur de la capsule métallique (1), une
coupelle en verre (3) sur laquelle est déposé I'ADN.

13. Conditionnement selon la revendication 12, caractérisé en ce que la

coupelle (3) est constituée d'un verre sodo-calcique.
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C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Catégorie °| I|dentitication des documents cités, avec, le cas echéant, l'indication des passages pertinents no. des revendications visées
E,L FR 2 755 440 A (TUFFET S.; DE SOUZA D.G.; 1-8,10,
PORTIER J.; BONNET J.; CAMPET G.; NOEL T.) 11
7 mai 1998

L: priority
voir le document en entier

X DE 297 15 707 U (HUBER MATTHIAS C. (DE)) 1-3,6-8,
2 janvier 1998 10,11
voir page 1, alinéa 2-3
voir page 3, alinéa 2

Y US 5 565 318 A (PHARMACIA BIOTECH INC 1-3,6-13
(US); WALKER; DIFRANCESCO; HEASTER; JOLLY
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-/--
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ou la théorie constituant la base de I'invention

"A" document définissant f'état général de la technique, non
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"E" ieur, mai; lié i i - . ) .
E dgﬁuar;?én; (a:z:g 'g:{e S publié & la date de dépot international “X" document particulidrement pertinent; I'inven tion revendiquée ne paut
étre considérée comme nouveile ou comme imptiquant une activité

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de inventive par rapport au document considéré isotément

prionité ou cité pour déterminer la date de publication d'une “v* document il ; - : .
i ; A e particuliarement pertinent; I'inven tion revendiquée
autre citation ou pour une raison spéciale (telle qu'indiqués) ne peut étre considérée comms impliquant une activité inventive
"O" document se référant & une divuigation orale, & un usage, a lorsque le document est associé a un ou piusieurs autres
une exposition ou tous autres moyens documents de méme nature, cette combinaison étant évidente
“P* document publié avant la date de dépét international, mais pour une personne du metier
postérieurement & |a date de priorité revendiquée “&" document qui fait partie de la méme famille de brevets
Date a laguelle ia recherche internationale a été effectivement acheveée Date d'expédition du présent rapport de recherche intemationale
25 janvier 1999 29/01/1999
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Y US 4 806 368 A (MALIREDDY S. REDDY (US)) 1-3,6-8,
21 février 1989 10,11
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A EP 0 383 569 A (PAFRA LIMITED (GB); FRANKS 1-3,6
F.; HATLEY R.H.M.) 22 aodt 1990
voir page 3, ligne 26-29
voir page 7, ligne 29-44; exemple 2
voir page 11 - page 12; revendications
A EP 0 166 529 A (ELI LILLY AND COMPANY 1
(US); MASSEY E.H.; SHELIGA T.A.)
2 janvier 1986
voir page 1, ligne 19-22
A WO 90 03959 A (THE FLINDERS UNIVERSITY OF 3
SOUTH AUSTRALIA (AU); BURGOYNE LEIGH A.)
19 avril 1990
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voir page 9, ligne 20-36
A WO 90 03036 A (SMID JOHANNES (NL); DELAVIZ 4,5
YADOLLAH (IR); CABASSO ISRAEL (US))
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voir page 3, ligne 1 - page 7, ligne 17
voir page 12, ligne 16-18
voir page 13, ligne 12-21
A EP 0 242 294 A (AEROSPATIALE SOCIETE 4.5
NATIONALE INDUSTRIELLE (FR); VALY Y. ET
AL.) 21 octobre 1987
voir colonne 3, ligne 21-43
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A US 3 609 372 A (VOGEL REINHARD ERNST (DE); 4,5
FRIEDRICH MARXEN VADUZ (LI))
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EP 0242294 21-10-1987 FR 2597651 A 23-10-1987
CA 1298698 A 14-04-1992
JP 62250399 A 31-10-1987
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FR 1489444 A 30-10-1967
GB 1110181 A
us 3434978 A 25-03-1969
CH 533578 A 28-02-1973
DE 1944873 A 17-09-1970
FR 2027514 A 02-10-1970
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