PCT

WELTORGANISATION FUR GEISTIGES EIGENTUM
Internationales Biiro

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG UBER DIE
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) =

(51) Internationale Patentklassifikation 7 : (11) Internationale Veréffentlichungsnummer: WO 00/24927
Al
CIZQ 1/68’ CO7H 1/08 (43) Internationales
Veroffentlichungsdatum: 4. Mai 2000 (04.05.00)
(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP99/02664 | (81) Bestimmungsstaaten: AE, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB,

(22) Internationales Anmeldedatum:  20. April 1999 (20.04.99)

(30) Prioritiatsdaten:

PCT/EP98/06756 23. Oktober 1998 (23.10.98) EP

(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten ausser US): QIA-
GEN GESELLSCHAFT MIT BESCHRANKTER HAF-
TUNG [DE/DE};, Max—Volmer-Strasse 4, D-40724 Hilden
(DE).

(72) Erfinder; und

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): GAUCH, Simone [DE/DE];
Benrather Schlossallee 43, D-40597 Diisseldorf (DE).
BASTIAN, Helge [DE/DE]; Benrather Schlossallee 94a,
D-40597 Disseldorf (DE). ULLMANN, Susanne [DE/DE];
Trills 19, D-40699 Erkrath (DE). OELMULLER, Uwe
[DE/DE]; Mehlrather Weg 46, D-40699 Erkrath (DE).
WEBER, Martin [DE/DE]; Fliederweg 26, D-42799
Leichlingen (DE). FUHRMANN, Guido [DE/DE);
Kreuzherrenpfad 2, D-41812 Erkelenz (DE). SCHORR,
Joachim [DE/DEJ; Rubensweg 15, D-40724 Hilden (DE).

(74) Anwait: ZIMMERMANN & PARTNER GBR; Postfach
330920, D-80069 Miinchen (DE).

BG, BR, BY, CA, CH, CN, CU, CZ, DE, DX, EE, ES, FI,
GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE,
KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MD, MG,
MK, MN, MW, MX, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE,
SG, SI, SK, SL, TI, T™M, TR, TT, UA, UG, US, UZ, VN,
YU, ZA, ZW, ARIPO Patent (GH, GM, KE, LS, MW, SD,
SL, SZ, UG, ZW), eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG,
KZ, MD, RU, TJ, TM), europidisches Patent (AT, BE, CH,
CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL,
PT, SE), OAPI Patent (BF, BI, CF, CG, CI, CM, GA, GN,
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Veroffentlicht
Mit internationalem Recherchenbericht.

(54) Title:

METHODS AND MEANS FOR ISOLATING AND PURIFYING NUCLEIC ACIDS ON SURFACES

(54) Bezeichnung: VERFAHREN UND MITTEL ZUR ISOLIERUNG UND REINIGUNG VON NUKLEINSAUREN AN

OBERFLACHEN
(57) Abstract

The invention relates to novel methods
and devices for isolating and purifying nucleic
acids on surfaces. The invention is directed
at methods which use surfaces, e.g. porous
membranes, on which the nucleic acids can
be immobilized in a simple manner from the
sample containing the nucleic acids, and can
be detached again using equally simple method
steps. The inventive simple process guidance
makes it possible to be able to carry out the
methods, particularly, in a completely automatic
manner. An additional aspect of the invention is
directed at binding nucleic acids to an immobile
phase, particularly to a membrane, in such a
way that they can be easily detached again from
said phase in a successive reaction step, and
can optionally be used in additional applications,

such as digestion by restriction, RT, PCR or RT-PCR or in every other aforementioned suitable analysis or enzyme reaction. Finally, the
invention is directed at special isolation vessels with which the inventive methods can be carried out.




(57) Zusammenfassung

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Verfahren und Gerite zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsduren an Oberflichen. Die
Erfindung ist auf Verfahren gerichtet, die Oberflichen, z.B. pordse Membranen, verwenden, an welche die Nukleinsiuren auf einfache
Weise aus der die Nukleinsduren enthaltenden Probe immobilisiert und mittels ebenso einfacher Verfahrensschritte wieder abgeldst werden
konnen, wobei es die erfindungsgemiss einfache Prozessfithrung erméglicht, die Verfahren insbesondere vollautomatisch durchfithren zu
konnen. Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist darauf gerichtet, Nukleinsiuren an eine immobile Phase, insbesondere an
eine Membran, in der Art und Weise zu binden, dass sie in einem folgenden Reaktionsschritt ohne weiteres wieder von dieser Phase
abgeldst werden konnen und ggf. in weiteren Anwendungen — wie z.B. Restriktionsverdauung, RT, PCR oder RT-PCR oder in jedweder
anderen oben genannten geeigneten Analyse- bzw. Enzymreaktion eingesetzt werden konnen. Schliesslich ist die Erfindung auf spezielle
Isoliergefésse gerichtet, mit denen die erfindungsgeméssen Verfahren durchgefiihrt werden kénnen.
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Verfahren und Mittel zur Isolierung und Reinigung von

Nukleinsduren an Oberflidchen

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Verfahren und Gerdte

zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsduren an Oberfléchen.

Es 1ist seit langem bekannt, daR die genetische Herkunft und
funktionelle Aktivit&dt einer Zelle durch Studien 1ihrer
Nukleinsduren bestimmt und untersucht werden kann. Die Analysen
der Nukleinsduren erméglichen den direkten Zugriff auf die
Ursache der Aktivitdten von Zellen. Sie sind somit indirekten,
konventionellen Methoden, wie z.B. dem Nachweis von
Stoffwechselprodukten, potentiell lberlegen. Daher ist fir die
Zukunft mit einer starken Verbreitung von Nukleinsdureanalysen
zu rechnen. So werden molekularbiologische Analysen bereits in
vielen Bereichen eingesetzt, z.B. in der medizinischen und
klinischen Diagnostik, in der Pharmazie bei der Entwicklung und
Evaluierung von Arzneimitteln, in der Lebensmittelanalytik
sowie bei der Uberwachung der Lebensmittelherstellung und der
Lebensmittelkontrolle, in der Agrarwirtschaft bei der Zichtung
von Nutzpflanzen und Nutztieren sowie in der Umweltanalytik und
in vielen Forschungsgebieten. Hierzu z&hlen zum Beispiel die
Vaterschaftsanalyse, Gewebetypisierungen, Identifizierung von
Erbkrankheiten, Genomanalyse, molekulare Diagnostik wie z.B.
bei der Identifizierung von Infektionskrankheiten, transgene
Forschung, Grundlagenforschung auf dem Gebiet der Biologie und

der Medizin sowie zahlreiche verwandte Arbeitsgebiete.

Durch die Analyse der RNA, speziell der mRNA in Zellen, lassen
sich die Aktivitdten von Genen direkt Dbestimmen. Die
quantitative Analyse von Transkriptmustern (mRNA-Mustern) in
Zellen durch moderne molekularbiologische Methoden, wie z.B.
Echtzeit-Reverse Transkriptase PCR ("Real-Time RT-PCR") oder
Genexpressions-Chip-Analysen erméglicht z.B. die Erkennung

fehlerhaft exprimierter Gene, wodurch z.B.
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Stoffwechselkrankheiten, Infektionen oder die Entstehung von
Krebs erkannt werden koénnen. Die Analyse der DNA aus Zellen
durch molekularbiologische Methoden, wie z.B. PCR, RFLP, AFLP
oder Sequenzierung ermdglicht z.B. den Nachweis genetischer
Defekte oder die Bestimmung des HLA-Typs sowie anderer

genetischer Marker.

Die Analyse genomischer DNA und RNA wird auch zum direkten
Nachweis von infektidsen Erregern, wie Viren, Bakterien usw.

eingesetzt.

Dabei besteht eine generelle Schwierigkeit darin, biologische
bzw. klinische Probenmaterialien so aufzubereiten, daB die in
ihnen enthaltenen Nukleinsauren direkt in die Jjeweilige
Analysenmethode eingesetzt werden koénnen. Gerade die direkte
Verwendbarkeit bei guter Ausbeute und hoher Qualitdt der
Nukleinsduren; bei gleichzeitig hoher Reproduzierbarkeit, ist
allerdings bei héheren Probenzahlen wichtig, wenn die Analysen

automatisch ablaufen sollen.

Aus dem Stand der Technik sind bereits zahlreiche Verfahren zur
Reinigung von DNA bekannt. So 1ist es bekannt, Plasmid-DNA
beispielsweise zum Zwecke des Klonierens oder auch fur andere
experimentelle Vorhaben nach dem Verfahren wvon Birnboim
(Methods in Enzymology 100 (1983), S. 243] zu reinigen. Nach
diesem Verfahren wird ein gekldrtes Lysat bakteriellen
Ursprungs einem Caesiumchlorid Gradienten ausgesetzt und Uber
einen Zeitraum von 4 bis 24 Stunden zentrifugiert. Diesem
Verfahrensschritt folgt gewdhnlicherweise die Extraktion und
die Pr&zipitation der DNA. Dieses Verfahren ist mit dem
Nachteil verbunden, daB es zum einen apparativ sehr aufwendig
und zum anderen sehr =zeit- und kostenintensiv sowile nicht

automatisierbar ist.
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Andere Methoden, bei denen geklarte Lysate eingesetzt werden,
um DNA =zu isolieren, sind die Ionenaustauschchromatographie
[Colpan et al., J. Chromatog. 296 (1984), S. 339] und die
Gelfiltration [Moreau et al. Analyt. Biochem. 166 (1987), S.
188]. Diese Verfahren bieten sich in erster Linie als Ersatz
fir den Caesiumchlorid-Gradienten an, machen aber ein
aufwendiges System fir die L&sungsmittelversorgung sowie die
Prazipitation der so gewonnenen DNA-Fraktionen erforderlich, da
sie gewdhnlicherweise Salze in hoher Konzentration enthalten

und sehr verdinnte Losungen darstellen.

Marko et al. [Analyt. Biochem. 121 (1982), S. 382] sowie
Vogelstein et al. [Proc. Nat. Acad. Sci. 76 (1979), S. 615]
erkannten, daB, falls die DNA aus Nukleinsdure-enthaltenden
Extrakten hohen Konzentrationen von  Natriumiodid oder
Natriumperchlorat ausgesetzt wird, nur die DNA an mechanisch
fein zerkleinerten Glas-Scintillationsrdhrchen sowie
zerkleinerten Glasfasermembranen bzw. Glasfiberplatten bindet,
wihrend RNA und Proteine nicht binden. Die so gebundene DNA

kann ggfs. mit Wasser eluiert werden.

So wird in der WO 87/06621 die Immobilisierung von
Nukleinsduren an einer PVDF-Membran beschrieben. Allerdings
werden die an die PVDF-Membran gebundenen Nukleinsduren
anschlieBend nicht eluiert, sondern die Membran wird samt
gebundener Nukleinsduren direkt in einen PCR-Ansatz
eingebracht. Letztendlich wird in dieser internationalen
Patentanmeldung und in der weiteren Literatur jedoch die Lehre
offenbart, daB hydrophobe Oberfldchen bzw. Membranen im
allgemeinen zuvor mit Wasser oder Alkohol benetzt werden
missen, um die Nukleinsduren in halbwegs befriedigenden

Ausbeuten immobilisieren zu kdnnen.

Fiir eine Reihe von modernen Applikationen, wie z. B. der PCR-,
der Reversed-Transcription-PCR, SunRise, LCR, branched-DNA,
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NASBA, TagMan-Technologie und dhnlicher
Echtzeitquantifizierungsverfahren fur PCR, SDA, DNA- und RNA-
Chips und -Arrays zur Genexpressions- und Mutationsanalytik,
differential display Analytik, RFLP, AFLP, cDNA-Synthesen, oder
subtraktive Hybridisierung, ist es auf der anderen Seite jedoch
absolut notwendig, die Nukleinsduren direkt von der festen
Phase l&sen zu koénnen. Hierzu ist der WO 87/06621 die Lehre zu
entnehmen, daB die Nukleinsdure zwar von den dort eingesetzten
Membranen wiedergewonnen werden kann, dab diese Wiedergewinnung
jedoch sehr problematisch 1ist und bei weitem nicht zur
quantitativen Isolierung von Nukleinsduren geeignet 1ist.
Daneben fallen die SO gewonnenen Nukeinsduren in
vergleichsweise sehr hoher Verdinnung an - ein Umstand, der
weitere Folgeschritte =zwecks Konzentrierung und Isolierung

zwangslidufig erforderlich macht.

Unter Nukleinsdurenprobe im Sinne der vorliegenden Erfindung
sollen alle waBrigen oder sonstigen Losungen von Nukleinsauren
und ebenso alle Nukleinsduren enthaltenden Materialien und
Proben, wie biologische Proben und Materialien, Nahrungsmittel
etc. verstanden werden. Dabei wird im Sinne der vorliegenden
Erfindung eine Nukleinsdure enthaltende Probe oder ein Material
durch eine Probe bzw. einen Probenansatz definiert, die bzw.
der Nukleinsiuren enthdlt. Unter biologisches Material bzw.
biologischer Probe sollen dabei z. B. zellfreies
Probenmaterial, Plasma, Korperflissigkeiten - wie
beispielsweise Blut, Sputum, Urin, Faeces, Sperma, Zellen,
Serum, Leukozytenfraktionen, Crusta Phlogistica, Abstriche,
Gewebeproben jeder Art, Gewebeteile und Organe,
Lebensmittelproben, die freie oder gebundenen Nukleinsduren
oder nukleinsidurehaltige Zellen enthalten, Umweltproben, die
freie oder gebundenen Nukleinsduren oder nukleinsdurehaltige
7ellen enthalten, Pflanzen und Pflanzenteile, Bakterien, Viren,
Hefen und andere Pilze, andere Eukaryoten und Prokaryoten etc.,

wie sie beispielsweise in der Europé&ischen Patentanmeldung Nr.
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95909684.3 offenbart sind, auf die hiermit inhaltlich Bezug
genommen wird - oder auch freie Nukleinsduren fallen. Unter
Nukleinsduren fallen im Sinne der vorliegenden Erfindung alle
méglichen Arten von Nukleinsduren, wie z. B. Ribonukleinsauren
(RNA) und Desoxyribonukleinsduren (DNA) in allen Langen und
Konfigurationen, wie Doppelstrang, Einzelstrang, circular und
linear, verzwelgt etc.; monomere  Nukleotide, Oligomere,
Plasmide, virale und bakterielle DNA und RNA, sowle genomische
oder sonstige nichtgenomische DNA und RNA aus Tier- und
Pflanzenzellen oder anderen Eukaryoten, tRNA, mRNA in
prozessierter und unprozessierter Form, hn-RNA, rRNA und cDNA

sowie alle anderen denkbaren Nukleinsduren.

Aus den oben genannten Grinden stellen die aus dem Stand der
Technik bekannten Verfahren - insbesondere im Hinblick auf eine
Automatisierung des Verfahrensablaufs zur Nukleinsduregewinnung
- keinen geeigneten Ausgangspunkt fir eine verfahrenstechnisch
mdéglichst einfache und gquantitative Isolierung von

Nukleinsduren dar.

Es ist daher die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, die
Nachteile der aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren zur
Isolierung von Nukleinsduren zu {berwinden und Verfahren und
Mittel zur Verfiigung zu stellen, welche dazu geeignet sind,
ohne erheblichen technischen Aufwand durchgefihrt Dbzw.

verwendet werden zu kdnnen.

Geldst wird die Aufgabe erfindungsgemdB durch die Verfahren
gemdB den unabhdngigen Patentansprichen 1, 9, 14, 21, 29, 30,
und 77, dem Isoliergefdl Dbzw. ReaktionsgefidB gemal den
unabhangigen Patentanspriichen 98 und 113, der Verwendung gemaf
den unabhingigen Patentanspruchen 82, 110, 111, und 115 sowie
dem Automaten gemaB dem unabhingigen Patentanspruch 96 und dem

Kit gemaBR dem unabhangigen Patentanspruch 120.



WO 00/24927 PCT/EP99/02664

Weitere vorteilhafte Aspekte und Ausgestaltungen der Erfindung
ergeben sich aus den abh&ngigen Patentansprichen, der

Beschreibung und den beigefligten Zeichnungen.

Dabei ist die Erfindung auf Verfahren gerichtet, die
Oberflachen, z.B. pordse Membranen verwenden, an welche die
Nukleinsduren auf einfache Weise aus der die Nukleinsduren
enthaltenden Probe immobilisiert und mittels ebenso einfacher
Verfahrensschritte wieder abgeldst werden kdnnen, wobei es die
erfindungsgemal einfache Prozeffihrung ermoglicht, die

Verfahren insbesondere vollautomatisch durchfihren zu kdénnen.

Ein weliterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist darauf
gerichet, Nukleinsduren an eine immobile Phase, insbesondere an
eine Membran, in der Art und Weise zu binden, daB sie in einem
folgenden Reaktionsschritt ohne weiteres wieder von dieser
Phase abgel®dst werden kénnen und ggf. in weiteren Anwendungen -
wie z. B. Restriktionsverdauung, RT, PCR oder RT-PCR oder 1in
jedweder anderen oben genannten geeigneten Analyse- bzw.

Enzymreaktion eingesetzt werden kénnen.

Unter einer Oberflache wird im Sinne der vorliegenden Erfindung
jede mikroporése Trennschicht verstanden. Diese kann z.B. auch
unmittelbar auf einem Untergrund aufliegen und somit nur von
einer Seite zuginglich sein oder frei im Raum stehen. Von einer
Membran im Sinne der vorliegenden Erfindung ist dann die Rede,
wenn es sich um eine Trennschicht handelt, die von beiden
Seiten zugdnglich ist, als nicht mit ihrer gesamten Flache auf
einem undurchldssigen Untergrund aufliegt, sondern ganz frei

oder nur an einzelnen Punkten unterstitzt ist.

Unter Isolierung wird im Sinne der vorliegenden Erfindung dabeil
jede Anreicherung von Nukleinsduren verstanden, bei der also

die Konzentration der Nukleinsiduren erhdht und/oder der Anteil



WO 00/24927 PCT/EP99/02664

an Nichtnukleinsdure in einem Ansatz bzw. einer Probe

verringert wird.

Die Erfindung ist gerichtet auf ein Verfahren zur Isolierung

von Nukleinsduren mit den folgenden Schritten:

~-Beschicken einer Membran mit zumindest einer
Nukleinsaurenprobe;

-Immobilisieren der Nukleinsduren an der Membran;

-Ablésen der immobilisierten Nukleinsiuren von der Membran; und
-Abnehmen der abgeldsten Nukleinsduren durch die Membran
hindurch,

wobel die Membran Nylon, Polysulfon, Polyethersulfon,
Polycarbonat, Polyacrylat, Acrylatcopolymer, Polyurethan,
Polyamid, Polyvinylchlorid, Polyfluorocarbonat,
Polytetrafluorethylen, Polyvinylidendifluorid,
Polyethylentetrafluorethylen-Copolymerisat, Polybenzimidazole,
Polyethylenchlorotrifluorethylen-Copolymerisat, Polyimide,
Polyphenylensulfid, Cellulose, Cellulose-Mischester,
Cellulosenitrat, Celluloseacetat, Polyacrylnitrile,
Polyacrylnitril-Copolymere, Nitrocellulose, Polypropylen
und/oder Polyester enthalt.

Auch andere Membranen, beispielsweise solche, die deswelteren
in der vorliegenden Beschreibung angegeben sind, koénnen fir

dieses erfindungsgemdfe Verfahren verwendet werden.

Vorzugsweise erfolgt das Beschicken von oben und das Abnehmen
nach unten, vorstellbar sind jedoch auch beispielsweise
DurchfluBverfahren, bei denen eine flachliegende S&ule von der
einen Seite mit Nukleinsdure enthaltender Losung beschickt
wird, welche nach Immobilisierung der Nukleins&duren an der
Membran durch diese hindurchtritt und am anderen Ende der Sdule

abgeflihrt werden kann.
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Vorzugsweise kann die Membran in einem Behdlter, beispielsweise
der oben erwdhnten oder einer anderen Sdule, mit einer
zufithrung und einer Abfihrung angeordnet sein und den gesamten

Querschnitt des Behdlters ausfillen.

Die Membran kann beschichtet sein, wobei sie durch die

Beschichtung hydrophob oder hydrophil gemacht sein kann.

Bisherige Isolierungsverfahren, gerade in Isoliersadulen,
arbeiten mit relativ dicken Membranen bzw. Vliesen, um eine
vollstandige Isolierung der Nukleinsduren zu erreichen. Dies
fiihrt jedoch dazu, daB beim Durchsaugen der Loésung durch die
Membran ein relativ groBes, sog. Totraumvolumen gegeben 1ist,
namlich das Volumen der Membran, aus der die Nukleins&uren nur
‘mittels einer grdBeren Menge eines Elutionspuffers gewonnen
werden konnen. Hierdurch liegen die Nukleinsduren nach der
Elution jedoch starker verdinnt vor, was filr viele Anwendungen
unerwiinscht oder nachteilig ist. Daher verwendet eine
bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung eine Membran, welche
weniger als 1 mm, vorzugsweise weniger als 0,5, Dbesonders

bevorzugt weniger als 0,2, bespielsweise 0,1 mm dick ist.

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Isolierung

von Nukleins&duren mit den folgenden Schritten:

-Beschicken einer Oberfléche mit zumindest einer
Nukleinsdurenprobe;

~-Immobilisieren der Nukleinsduren auf der Oberfldche; und
-Abldsen der immobilisierten Nukleinsduren von der Oberfléache

mit einem Elutionsmittel.

Dieses Verfahren ist dadurch gekennzeichnet daBl die Abldsung
bei einer Temperatur durchgefihrt wird, deren Obergrenze bel
10°C  oder darunter liegt und deren Untergrenze Dbeim

Gefrierpunkt des zum Abldsen verwendeten Elutionsmittels liegt,
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so daB das Elutionsmittel nicht einfriert. Es gilt also die
Ungleichung 10°C >= T >= Tg gy, wobei T die Temperatur der
Ablésung und Tg, gy der Gefrierpunkt des Elutionsmittels ist. Es
hat sich namlich gezeigt, daB entgegen landliufiger Meinung
eine Ablésung der Nukleinsduren nahe dem Gefrierpunkt des
Elutionsmittels durchaus méglich ist. Eine solche Elution bei
niedriger Temperatur hat sogar den unerwarteten Vorteil, dab
die Nukleinsduren schonender behandelt werden und die Aktivitat
von evtl. im Ansatz noch vorhandenen Nukleasen (DNasen oder
RNasen) nahe am Gefriepunkt praktisch zum Erliegen kommt, SO
daB die Degradierung der Nukleinsduren vermindert oder génzlich

unterbunden wird.

DemgemidB scllte die Temperatur bei der Elution vorzugsweilise
noch tiefer liegen, beispielsweise unter 5°C liegt. Die
Untergrenze kann auch bei 0°C oder -5°C liegen, wenn der Ansatz
aufgrund seines Ionengehalts beil dieser Temperatur noch flissig
ist. Auch die Obergrenze der Temperatur sollte mdglichst

niedrig liegen, so beispielsweise bei etwa 5°C.

Dieses erfindungsgemife Verfahcen erfordert mithin eine Kidhlung

des Elutionspuffers wund kann eine Kihlung der weiteren

verwendeten Ldésungen und ggfs. aucn des Isoliergefasses
erfordern. Da gerade bei im Freiland durchgefihrten
Untersuchungen wie dem Screening von Personen in

Entwicklungslidndern, eine Kidhlung nicht immer zuverldssig
gewdhrleistet werden kann, ist die vorliegende Erfindung
desweiteren auf ein IsoliergefdB gerichtet, welches unabhdngig
von einer externen Kihlung eine Nukleinsdureisolierung beil

niedrigen Temperaturen ermdglicht.

Daher ist die Erfindung welterhin  gerichtet auf ein
Isoliergefal zur Isolierung von Nukleinsduren mit zumindest
einem Oberteil mit einer oberen Offnung, einer unteren Offnung

und einer Membran, die an der unteren Offnung angeordnet ist
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und den gesamten Querschnitt des Oberteils ausfillt; einem
Unterteil mit einem absorbierenden Material; und einem das
Oberteil zumindest im Bereich der Membran umgebenden Mantel zur
Aufnahme eines Kihlmittels. Der das Kihlmittel enthaltende
Mantel erméglicht die Kihlung der Membran und der auf die
Membran aufgegebenen Lésungen wie des Lysates, der Waschpuffer
und des Elutionspuffers, auf niedrige Temperaturen, so daB die
abschlielende Elution zuverlédssig im gewlinschten
Temperaturbereich nahe dem Gefrierpunkt des Elutionspuffers

erfolgen kann.

Bei einer Ausfihrungsform dieses Isoliergefdsses weist der
Mantel zwel Kompartimente auf, die voneinander durch eine
mechanisch zerstdérbare Trennwand getrennt sind, wobel jedes der
Kompartimente eine L&sung enthdlt und bei Mischung der beiden
Losungen nach Zerstdrung der Trennwand das Kihlmittel entsteht.
Die Trennwand kann durch den Experimentator zerstért werden,
indem er beispielsweise an vorgesehenen Stellen gegen die
Aussenwand des Mantels driickt und dadurch die Trennwand zum
Zerreissen bringt. Geeignete Lésungen zur Fillung der
Kompartimente sind Fachleuten auf dem Gebiet der chemischen
Kihltechnik gelaufig. Diese kdnnen an die gewlnschten
Temperaturen und an die bei Verwendung des Isoliergefasses zu

erwartenden Aussentemperaturen angepasst werden.

Bei der Gewinnung von Nukleinsduren aus biologischen Proben,
wie beispielsweise den oben angegebenen Proben, ist es hdufig
ndétig, Zellen oder Sekrete =zunichst zu lysieren, um an die
Nukleinsduren gelangen zu koénnen. Die so hergestellten Lysate
kénnen neben den Nukleinsduren auch grofle Mengen an
unerwinschten Stoffen enthalten, wie z.B. Proteine oder Fette.
Wenn die Menge an solchen Stoffen in einem Lysat zu groB 1ist,
kann es beim Beschicken der Membran zu deren Verstopfung
kommen, was die Effizienz der Nukleinsidurenisolierung

herabsetzt und die Durchgédngigkeit der Membran beim Waschen
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oder bei der Elution vermindert. Um diesen unerwinschten Effekt
zu vermeiden, ist die Erfindung daher auch auf ein Verfahren
gerichtet, bei dem unerwinschte Stoffe entfernt werden, bevor

sie auf die Membran gelangen.

Dieses erfindungsgendbe Verfahren zZur Isolierung von

Nukleinsduren umfasst fclgende Schritten:

-Einstellen zumindest einer Nukleinsdureprcbe auf
Bindebedingungen, die eine Immobilisierung von in der zumindest
einen Nukleinsdureprobe enthaltenen Nukleinsduren an eine
Oberflache erlaubt;

~Beschicken der Oberfléche mit der zumindest einen
Nukleinsdureprobe; und

-Immobilisieren der Nukleinsduren auf der Oberfléche,

dadurch gekennzeichnet, dab vor und/oder nach dem Einstellen

der Bindebedingungen eine Vorreinigung erfolgt.

Die Vorreinigung kann beispielsweise durch Aussalzen oder durch
Filtrieren, Zentrifugation, enzymatische Behandlung,
Temperatureinwirkung, Fallung, und/oder Extraktion der
Nukleinsdure-Lésung und/oder das Binden von Kontaminanten der
Nukleinsdure-Loésung an Oberfldchen erfolgen. Die Vorreinigung
kann ebenso erfolgen durch ein mechanisches Zerhacken oder
Homogenisieren der Nukleinsdure-Losung, wenn es sich

beispielsweise um das Lysat einer biologischen Probe handelt.

Die eingestellten Bindebedingungen kénnen dabei eine

Immobilisierung von RNA und/oder von DNA erméglichen.

Eine Vorreinigung kann besonders dann nétig sein, wenn die
Isolierung von biologischen Proben mit starken Verunreinigunen
vorgenommen wird. Die biologische Probe kann jedes denkbare

Material sein, daB entweder unmittelbar verwendet wird oder
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wiederum gewonnen werden kann aus einer anderen bioclogischen
Probe. Beispielsweise kénnen dies sein Blut, Sputum, Urin,
Faeces, Sperma, Zellen, Serum, Leukozytenfraktionen, Crusta
Phlogistica, Abstriche, Gewebeproben, Pflanzen, Bakterien,
Pilze, Viren und Hefen sowie alle anderen, oben erwdhnten Arten

von bioclogischen Proben.

Besonders vorteilhaft kann das erfindungsgemdle Verfahren
natlirlich eingesetzt werden, wenn die biologische Probe einen

hohen Anteil unerwlinschter Substanzen enthalt.

Nach der Immobilisierung der Nukleinsduren aus der
vorgereinigten Nukleinsdureprobe kénnen sich die Ublichen

Isolierschritte anschliessen, also:

-Abldsen der immobilisierten Nukleinsduren von der Oberflédche;
und

—~Abnehmen der abgeldsten Nukleinsduren von der Oberfléche.

Ein besonderer Vorteil der erfindungsgeméBen Isolierverfahren
liegt darin, daB diese mit chemischen Reaktionen verbunden
werden kénnen, denen die Nukleinsduren direkt an der Oberflédche
unterworfen werden. Eine Vielzahl von Analysetechniken fur
Nukleinsduren kann somit bei den an der Oberfldche isolierten
Nukleinsduren angewendet werden. Hierbei 1ist es méglich, die
Nukleinsduren vor der Reaktion wieder von der Oberflache
abzuldsen, um ihre freie Zugdnglichkeit =zu gewdhrleisten.
Alternativ kann Jjedoch eine geeignete Reaktion auch an
Nukleinsduren vorgenommen werden, die direkt an der Oberflache

angebunden sind.

Demgemif ist die Erfindung in einem Aspekt gerichtet auf ein
Verfahren mit Vorreinigung, wie oben skizziert, welches dadurch
gekennzeichnet 1ist, daB nach dem Abldseschritt vorzugsweise

zumindest einmal folgender Schritt durchgefihrt wird:
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-Durchfihren zumindest einer chemischen Reaktion an den

Nukleinsduren.

Ein besonderer Vorteil dieses Verfahrens liegt darin, daB vor
der chemischen Reaktion kein verlustbehaftetes Umfillen aus dem
Isoliergefah in ein ReaktionsgefdB erfolgen muf, sondern

Isolierung und Reaktion im selben Gefdl stattfinden kodnnen.

In einem weiteren, von einer Vorreinigung unabhdngigen Aspekt
ist die Erfindung gerichtet auf ein Verfahren zur Durchfdhrung
einer Nukleinsauren-Amplifikationsreaktion mit den folgenden

Schritten:

-Beschicken einer Oberfléache mit zumindest einer
Nukleinsdurenprobe;

-Immobilisieren der Nukleinsduren auf der Oberflache; und
-Durchfihren einer Amplifikations-Reaktion mit den

Nukleinsduren.

Gerade bei den geringen Mengen an Material, mit denen beil
Amplifikationsreaktionen Ublicherweise gearbeitet wird oder
werden mub, ist es iberaus vorteilhaft, wenn der gesamte Ansatz
an Nukleinsauren ohne Umfiillverluste in die Reaktion eingesetzt
werden kann. Dies ist besonders auch fir eine Automation von
Vorteil, da alle Vorgidnge in einem Gef&B durchgefithrt werden
kénnen. Zudem wird die anfallende Abfallmenge verringert und

das Verfahren schneller und kostenglinstiger.

Die Amplifikations-Reaktion kann dabei eine isothermale oder
eine nicht-isothermale Reaktion sein.

Die Amplifikations-Reaktion kann dabei beispielsweise eine SDA-

Reaktion ("strand displacement amplification"), eine PCR, RT-
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PCR, LCR oder eine TMA oder eine Rolling Circle Amplification

sein.

Auch eine NASBA Amplifikation-Reaktion 1ist mit diesem

erfindungsgemédBen Verfahren moglich.

Vor dem Durchfithren der Amplifikations-Reaktion koénnen die
Nukleinsiuren mit einem Reaktionspuffer von der Oberfldche
abgeldst werden, wobei sich das Eluat auf oder in der Membran
befindet. Alternativ kann die Amplifikations-Reaktion in einem
Reaktionspuffer durchgefiihrt werden, der nicht zu einer
Abldsung der Nukleinsguren von der Oberfldche fihrt.

Dieses Verfahren weist vorzugsweise die weiteren Schritte auf:

~ggfs. Abldsen der Reaktionsprodukte von der Oberflidche (sofern
diese wahrend der Reaktion noch gebunden waren); und

-Abnehmen der abgeldsten Reaktionsprodukte von der Oberfldche.

Ein weiterer Aspekt beinhaltet ein Verfahren zur Durchfihrung
von chemischen Reaktionen an Nukleinsiduren mit den folgenden
Schritten:

-Beschicken einer Oberflédche mit zumindest einer
Nukleinsdurenprobe;

-Immobilisieren der Nukleinsduren an der Oberflé&che;

-Abldsen der immobilisierten Nukleinsduren von der Oberflache;
-Durchfilhren zumindest einer chemischen Reaktion an den
Nukleinsduren; und

-Abnehmen der Nukleinsiduren von der Oberfldche ohne vorherige

Immobilisierung.

Bei diesem Verfahren werden die Nukleinsaduren nach der
chemischen Reaktion nicht mehr an die Membran gebunden

(immobilisiert), sondern ohne Bindung abgenommen. Die
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Einsparung eines solchen zusatzlichen Schrittes kann zwar die
Reinheit des abgenommenen Ansatzes verschlechtern, ist Jedoch
aufgrund der Zeitersparnis bei =zeitkritischen Anwendungen und
auch aufgrund der Vereinfachung in bestimmten Anwendungsformen
zu bevorzugen. Eine breite Auswahl an chemischen Reaktionen
steht durch das erfindungsgemdfe Verfahren zur Verfigung. Unter
"chemischer Reaktion" im Sinne der Erfindung scll hierbei Jede
Wechselwirkung der Nukleinsduren mit weiteren Substanzen
verstanden werden (auber mit der Oberfldche, da diese
"Reaktion" bei allen hier geschilderten Verfahren auftritt),
also enzymatische Modifikationen, Hybridisierung mit Sonden,
chemische Seguenzierreaktionen, pH-Wert-Verdnderungen,
beispielsweise zur basischen Depurinierung von RNA und sauren
Depurinierung von DNA, sowie Antikoérperbindungen und
Proteinanlagerungen. Generell ist jede Reaktion, sei sie auf
das Andern von kovalenten Bindungen oder Wasserstoffbricken-

Bindungen ausgerichtet, miterfasst.

Ein Vorteil des erfindungsgemidfen Verfahrens ist in der
permanenten, ridumlichen Zusammenfiihrung eines Volumenraumes, in
dem unterschiedlichste Vorgange stattfinden koénnen, und eilner

Membran, an der Nukleinsduren binden k&énnen, zu sehen. Diese

Zusammenfihrung gestattet in einfachster Weise eine
Manipulation der Nukleins&duren mit einer unmittelbar
anschlieflenden Membranbindung.- Dies ist besonders fir

automatisierte Verfahren von groBem Vorteil. Nach Bindung an

die Membran stehen die Nukleinsduren fir
Weiterbehandlungsschritte zur Verfiigung, beispielsweise - wie
oben dargestellt - fur die Isolierung mdglichst reiner

Nukleinsduren oder fur das Durchfiihren chemischer Reaktionen
mit den Nukleinsduren. In einem weiteren Aspekt der Erfindung
ist es allerdings auch méglich, die noch an die Membran
gebundenen Nukleinsduren unmittelbar einer weiteren Analyse zu
unterwerfen, um bestimmte Eigenschaften der Nukleinsduren zu

bestimmen.
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Daher ist die Erfindung weiterhin gerichtet auf ein Verfahren
zur Nukleinsdureanalyse in einem IsoliergefaBl mit folgenden

Schritten:

-Bereitstellen eines Isoliergeféasses mit einer darin
angeordneten Membran;

-Beschicken des Isoliergefdsses mit zumindest einer
Nukleinsdurenprobe;

~-Immobilisieren der Nukleinsduren auf der Membran,
-Hindurchfihren der fliissigen Bestandteile der Probe durch die
Membran; und

-Analysieren von zumindest einer Eigenschaft der Nukleinsauren

auf der im Isoliergefdl angeordneten Membran.

Nach dem Hindurchfithren der flissigen Bestandteile kann in
einer weiteren Ausfihrungsform zumindest eine chemische
Reaktion, wie oben dargestellt, an den Nukleinsduren
durchgefithrt wird. Diese kann =z.B. dazu dienen, die sich
anschliessende Analyse der Nukleinsduren erst zu erméglichen.
Beispiele fir Reaktionen in diesem Sinne sind das Hybridisieren
von Sonden, das radioaktive Markieren der an die Membran
gebundenen Nukleinsé&uren oder das Binden spezifischer
Antiko6rper. Auch Hilfsreaktionen wie das Farben von
Nukleinsduren, beispielsweise mit interkalierenden Substanzen
wie Ethidiumbromid, soll als chemische Reaktion verstanden

werden.

Verschiedene Eigenschaften der Nukleinsduren stehen einer
membrangebundenen Analyse offen und sind bereits fir
konventionelle Membranen ohne ein kombiniertes Reaktionsgefdal
beschrieben worden. Einige der analysierbaren Eigenschaften
sind die Radiocaktivitat der Nukleinsduren oder ihr

Bindevermdégen fiir Molekiile, wobei die Molekile beispielsweise
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Antikdrper, Nukleinsdure-bindende oder an Nukleinsduren

bindende Farbstoffmoleklile oder Proteine sein kdnnen.

Dieses Verfahren stellt eine mabgebliche Vereinfachung der
Analyse von Nukleinsiuren dar, da eine Manipulaticn der freien
Membran nicht mehr ndtig ist. Diese ist vielmehr im

Isoliergefall angeordnet

Auch eine irreversible Bindung der Nukleinsduren an die
Membran, beispielsweise fir anschliefende Analyseschritte, wird
vom Rahmen der vorliegenden Erfindung umfasst. Die dauerhafte
oder irreversible Bindung ermoglicht die Manipulation der
Membran und der daran gebundenen Nukleinsduren in einem Mabe,

denen reversibel gebundene Nukleinsduren nicht offenstehen.

In einem weiteren Aspekt ist die Erfindung auf die gquantitative

Prazipitation von Nukleinsduren gerichtet.

Bei vorbekannten, auf Anionenautauscherchromatographie
basierenden Methoden zur Plasmid-DNA Aufreinigung von 100 ug
und mehr (im folgenden als "GrofmaBstab" bezeichnet) wird, im
letzten Schritt, die Plasmid DNA in einem Hochsalzpuffer von
der Sdule eluiert. Um die Plasmid DNA zum einen vom Salz zu
trennen und sie zum anderen zu konzentrieren, wird sie mit
Hilfe von 'Alkoholen (z.B. Isopropanol) prézipitiert und in
einem geeigneten Gefah abzentrifugiert. Das erhaltene
Zentrifugationspellet wird mit 70%igem Ethanol gewaschen, um
restliche Spuren von Salz zu entfernen, und dann nochmals einer
Zentrifugation unterzogen. Das Pellet dieser zweiten
Zentrifugation wird typischerweise 1in einer geringen DMenge
Niedrigsalzpuffer geldst und die Plasmid-DNA in dieser Form

welterverwendet.

In Stand der Technik sind zudem Verfahren vorgeschlagen worden,

die DNA durch Zugabe von chaotropen Salzen in den
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Hochsalzpuffer in eine Form zu Uberfihren, die an
Silikamembranen bindet. Nach einem entsprechenden Waschschritt
kann die DNA durch einen Niedrigsalzpuffer wieder von der

Membran gelost werden.

In einer Verdffentlichung (Ruppert, A. et al. , Analytical
Biochemistry (1995), 230: 130-134) wird eine &hnliche Anwendung
beschrieben, bei der im KleinmaBstab (Isolierung von weniger
als 100 pg Plasmid-DNA) eine Isopropanol gef&llte DNA an PVDE-
Membranen einer PorengréBe von kleiner als 0,2 pm bindet,
daraufhin mit Ethanol gewaschen und anschlieBend mit TE (Tris-
EDTA) eluiert wird. Es existiert jedoch keine Beschreibung

einer derartigen Methode im GroBmaRstab.

Die beschriebene Fdllung von DNA mit anschliefender
Zentrifugation ist extrem zeitaufwendig (etwa 1 Stunde), zudem
ist der Einsatz von Zentrifugen notwendig. Neben dem hohen
Zeitaufwand fiir diese Prozedur, ist der beschriebene letzte
Schritt der Plasmidpriaparation besonders fehleranfdllig. Ein
teilweiser oder kompletter Verlust des DNA-Pellets tritt auch
hin und wieder auf. Eine entscheidende Rolle scheint hierbei
auch die Art (Material) des verwendeten Zentrifugationsgeféales

zu spilelen.

Die ebenfalls beschriebene Anwendung von chaotropen Salzen und
anschlieBender Bindung der Nukleinsduren an Silikamembranen ist
ebenfalls zeitaufwendig, =zudem besteht durch das Einbringen
chaotroper Salze in die Priparation die Gefahr einer

Kontamination der letztlich isolierten DNA.

Die beschriebene Filtration alkoholischer Prazipitate 1im
KleinmaBstab besitzt den Nachteil, daB sie nicht linear auf den
GroBmahstab Ubertragbar ist. Im Stand der Technik eingesetzte
Membranen erlauben nur die Isolierung kleiner Mengen an

Nukleinsiduren, da sich die Membranen rasch mit Nukleinsauren
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sittigen und nichts mehr aufnehmen. Beim Entfernen des
Prazpitatpuffers und beim Waschen geht daher haufig ein groBer
Teil der Nukleinsduren wieder verloren. Um diesen Verlust zu
vermeiden, ist die Erfindung auch gerichtet auf ein Verfahren

zur Fallung von Nukleinsduren mit den folgenden Schritten

-Bereitstellen eines Isoliergefésses mit zumindest einer darin
angeordneten Membran;

-Beschicken des Isoliergefdsses mit einer Nukleinsdurenprobe;
-Prazipitation der in der Probe enthaltenen Nukleinsduren mit
Alkohol, so daB sich die Nukleinsauren an die zumindest eine
Membran binden. Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, daf
die PorengroBe der zumindest einen Membran grdBer oder gleich

0,2 Mikrometer betragt.

Als Alkohole kommen fir die Durchfihrung des erfindungsgemaben
Verfahrens zundchst alle Hydroxylderivate von aliphatischen
oder acyclischen gesdttigten oder ungesattigten

Kohlenwasserstoffen in Betracht.

Unter den vorgenannten Hydroxylverbindungen werden die C1-C5-
Alkanole - wie Methanol, Ethanol, n-Propanol, n-Butanol, tert.-
Butanol, n-Pentanol oder Mischungen derer bevorzugt. Besonders
bevorzugt wird Isopropanol zuxr Durchfihrung des

erfindungsgemdfen Verfahrens verwendet.

Dabei kann der Alkohol vor oder nach dem Beschicken des
Isoliergefasses mit der Nukleinsaure enthaltenden Lésung mit
dieser L&sung gemischt werden. Das Volumenverhdltnis von
Nukleinsdure enthaltender Lésung zu Alkohol, insbesondere
Isopropanol, betragt vorzugsweise 2:1 bis 1:1, besonders

bevorzugt 1,67:1 bis 1:1 und beispielsweise 1,43:1.
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Die Fl&dche der Membran ist vorzugsweise so gewahlt, dall die
gesamten in der L&sung enthaltenden Nukleinsduren an die

Membran binden kdnnen.

Die Erfindung 1ist auch gerichtet auf die Verwendung von
Membranen mit einer Porengréfe von groBer oder gleich 0,2 um
zur Bindung von Alkchol-gefdllten Nukleinsduren, die DNA

und/oder RNA sein kdnnen.

Als besonders vorteilhaft wird die Verwendung eines 0,45 um
Celluloseacetat-  bzw. Cellulosenitratfilters bzw. die
Verwendung mehrer Lagen von 0,65 pm Celluloseacetat- oder
Cellulosenitratfilter angesehen. Die Prozedur ist sowohl als

Vakuumfiltration, als auch als Druckfiltration anwendbar.

Das erfindungsgemdBe Verfahren ermdglicht eine zeltsparende
Uberfihrung von Nukleinsduren aus einem Hochsalzpuffersystem in
ein Niedrigsalzpuffersystem, die ohne groBen apparativen
Aufwand méglich ist. Sie ist als Ersatz fir die klassische
alkoholische Fallung von DNA aus einem Hochsalzpuffer geeignet,
die typischerweise mit Hilfe von Zentrifugationsschritten
durchgefithrt wird. Durch den hohen Wirkungsgrad der Methode
(geringer Ausbeuteverlust) ist sie insbesondere fir den
pradparativen GroPfmaBstab geeignet. Weiterhin werden durch das
erfindungsgemiafe Verfahren keine Fremdsubstanzen in die bereits
aufgereinigte Nukleins&duren eingefihrt. Zudem ist die
Fehleranfalligkeit gegeniiber der klassischen Methode geringer
(Verlust des Zentrifugationssediments wdhrend des Waschschritts

ist hier nicht moéglich).

Vorzugsweise erfolgt bei den verschiedenen, oben erlduterten
Verfahren das Beschicken von oben. Grundsatzlich stehen
verschiedenste Methoden =zur Verfligung, die verschiedenen
Lésungen, also nukleinsdurehaltiger Immobilisierungspuffer,

Waschpuffer, Eluat, etc, durch die Membranen hindurchzufthren.
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Es koénnen dies sein Gravitation, Zentrifugation, Vakuum,

lberdruck (auf der Beschickungsseite), und Kapillarkrafte.

Zwischen dem Immobilisierungs- und dem Abléseschritt kann ein
Waschen der immobilisierten Nukleinsiuren mit zumindest einem
Waschpuffer erfolgen. Das Waschen umfasst fur jeden Waschpuffer
vorzugsweise folgende Schritte:

- Aufbringen einer vorbestimmten Menge an Waschpuffer auf
die Oberflédche, und

- Hindurchfiihren des Waschpuffers durch die Oberflé&che.

Das Beschicken und Immobilisieren der Nukleinsduren kann
wiederum folgende Schritte umfassen:

- Mischen der Nukleinsdurenprobe mit einem
Immobilisierungspuffer,

- Beschicken der Nukleinsdurenprobe mit dem
Immobilisierungspuffer auf die Oberfl&dche, und

- Hindurchfiihren der fissigen Bestandteile durch die

Oberflache in im wesentlichen der Richtung der Beschickung.

Die Verfahren weisen den grofBen Vorteil auf, leicht
automatisierbar zu sein, so daB zumindest einer der Schritte
durch einen Automaten vollautomatisch durchgefiihrt werden kann.
Ebenso ist es moglich, daBk alle Schritte der Verfahren durch

einen Automaten in gesteuerter Abfolge durchgefithrt werden.

Speziell in diesen Fallen, aber auch bei manueller Bearbeitung
ist es moglich, dab eine Mehrzahl von Nukleinsaduren
gleichzeitig der Isolierung unterworfen werden. Beispielsweise
kdnnen Multi-Isoliergefidsse in der Form marktiblicher "Multi-
Well"-Gefisse mit 8, 12, 24, 48, 96 oder mehr einzelnen

Isoliervertiefungen verwendet werden.

Das Abnehmen der Nukleinsiduren kann in zwel grunds&tzlich

verschiedene Richtungen erfolgen. Zum einen ist es moéglich, die
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abgenommenen (eluierte) Nukleinsduren durch die Membran
durchzuschleusen (hindurchzufihren) und nach der Seite der
Membran abzunehmen, die gegeniber der Seite liegt, auf welche
die Nukleinsdure-haltige Lésung bzw. das Lysat zugegeben wurde.
In diesem Fall wird die Nukleinsdure in Richtung der Zugabe
durch die Membran hindurch abgenommen. Die andere Moglichkeit
pesteht darin, die Nukleinsduren von der Membran Dbzw. der
Oberfliche auf der Seite der Zugabe abzunehmen. Die Abnahme
erfolgt dann in Gegenrichtung der Zugabe oder "zur selben
Richtung hin", in der zugegeben wurde; also auf der Seite der
Zugabe. In diesem Fall missen die Nukleinsduren die Membran
also nicht passieren. Bei einigen der erfindungsgemadlen
Verfahren erfolgt das Abnehmen der Nukleinsduren stets durch
die Membran hindurch in Richtung der Zugabe. Falls ein
Verfahren mit einer Oberflidche durchgefihrt wird, die einem
nicht flussigkeitsdurchldssigem Untergrund, beispielsweise
einer Kunststoffwandung aufliegt, kann die Abnahme nattrlich
nur in Richtung auf die Richtung der Zugabe hin (also in
Gegenrichtung) erfolgen. Bei einigen Verfahren ist Jjedoch eine

Abnahme in beiden Richtungen moéglich.

Werden die Nukleinsduren von der'Oberfléche im wesentlichen in
Gegenrichtung der Richtung eluiert (abgelsst), in der sie
aufgetragen und immobilisiert worden ist, so 1ist unter
"derselben ' Richtung” dabei im Grunde genommen jede Richtung
unter einem Winkel von kleiner oder gleich 180°, bezogen auf
die Richtung der Zugabe, zu verstehen, so dab bel der Eluierung
die Nukleinsduren jedenfalls nicht die Oberflé&che,
beispielsweise eine Membran, durchdringen, sondern in
Gegenrichtung der Beschickungsrichtung von der Oberflache
entfernt werden, in der sie auf die Oberflache aufgebracht
worden sind. In bevorzugten Ausfihrungsformen werden
demgegeniiber die anderen Puffer, also derjenige Puffer, in dem
sich die Nukleinsduren beim Beschicken befinden, und ggfs. ein

Waschpuffer, durch die Oberfl&dche durchgesaugt oder sonstwie
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transferiert. Wenn die Isolierung an einer in einem Gefal
befindlichen Membran erfolgt, wobei die Membran den gesamten
Querschnitt des Geféasses ausfullt, ist die Dbevorzugte
Beschickung von oben. Der Abnahmeschritt erfolgt in diesem Fall
wiederum nach  oben. Fig. 2 zelgt beispielsweise ein
trichterfdérmiges Isoliergefdss, das von oben beschickt wird und

bei dem die Abnahme der Nukleinsduren nach oben erfolgt.

Es versteht sich jedoch, daB auch bei Abnahme in Gegenrichtung
der Zugabe andere Anordnungen denkbar sind, so z. B. eine
Abnahme der Nukleinsduren von unten. Es ist beispielsweise
vorstellbar, daB ein Nukleinsiuren enthaltender Puffer wie ein
Lysatpuffer mittels einer Saugvorrichtung aus einem
Reaktionsgef&B unmittelbar in ein Isoliergefal gesaugt wird, so
daB sich die Nukleinsduren an die Unterseite einer Membran in
dem IsoliergefdB® binden. In einem solchen Fall koénnte die
Abnahme der Nukleinsduren von der Oberfliache dadurch erfolgen,
daB ein Elutionspuffer von unten aufgesaugt wird und nach
Ablésen der Nukleinsduren wiederum nach unten in ein Geféss
abgelassen wird. Hierbei erfolgt also die Abnahme der

Nukleinsduren nach unten.

Auch eine seitliche Abnahme der Nukleinsiduren ist moéglich,
beispielsweise wenn eine flachliegende Sdule mit einer darin
angeordneten Membran im DurchfluBverfahren mit einem Lysat
beschickt wird und im AnschluB die liegende S&dule auf der Seite
der Membran, an der die Nukleinsduren binden, mit Eluierpuffer

gespiilt wird.

Ein Beispiel fir den maximal méglichen Winkel wvon 180° ist eine
Schrage mit einer zur Bindung von Nukleinsduren geeigneten
Oberfliche, uber welche die verschiedenen Losungen bzw. Puffer
herabfliefen. Wie alle Puffer, kommt auch der Eluierpuffer von
einer Seite und flieBt zur anderen Seite ab. In diesem Fall

bilden Einstrémrichtung des Puffers und Abstrdmrichtung des
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puffers mit den darin aufgenommenen Nukleinsguren einen Winkel
von 180°, die Abnahme erfolgt jedoch immer noch auf derselben

Seite der Oberfldche wie die Immobilisierung.

Nach den erfindungsgemifen Verfahren nimmt man die oben
beschriebene, Nukleinsduren enthaltende Probe 1in einer LOsung
auf, die geeignete Salze und/oder Alkohol(e) enthalt, schlieBt
anschliessend ggf. den Ansatz auf und fihrt die so erhaltene
Mischung mittels eines Vakuums, auf dem Wege einer
Zentrifugation, mittels Uberdruck, durch Kapillarkrafte oder
durch andere geeignete Verfahren durch eine pordse Oberflache
hindurch, wobel die Nukleinsauren an der Oberfldche

immobilisiert werden.

Als Salze fir das Immobilisieren von Nukleinsauren an
Membranen oder anderen Oberfldchen und/oder fir die Lyse von
Nukleinsdureproben kommen Salze von Metallkationen, wie Alkali-
oder Erdalkalimetallen, mit Mineralsduren in Frage;
insbesondere Alkali- oder Erdalkalihalogenide bzw. -sulfate
oder -phosphate, worunter die Halogenide des Natriums, Lithiums
oder Kaliums oder Magnesiumsulfat besonders bevorzugt werden.
Auch andere Metallkationen, beispielsweise Mn, Cu, Cs oder Al,
oder das Ammoniumkation k&nnen verwendet werden, bevorzugt als

Salze von Mineralsauren.

Ferner sind zur Durchfiihrung des erfindungsgemafen Verfahrens
Salze von ein- oder mehrbasigen oder auch polyfunktionellen
organischen Siuren mit Alkali- oder Erdalkalimetallen geeignet.

Darunter fallen insbesondere Salze des Natriums, des Kaliums

oder des Magnesiums mit organischen Dicarbonsduren - wie z. B.
Oxal-, Malon- oder Bernsteinsdure - oder mit Hydroxy- bzw.
Polyhydroxycarbonsauren - wie z. B. bevorzugterweise mit

Zitronensaure.
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Die oben angegebenen Substanzen zur Immobilisierung der
Nukleinsauren auf den Oberfldchen wund/oder zur Lyse von
Nukleinsdureproben konnen dabei einzeln oder auch in Mischungen
verwendet werden, wenn sich diese als fir bestimmte Anwendungen

geeigneter erweisen.

Als besonders zweckmdBig hat sich dabei der Einsatz von sog.
chaotropen Agenzien herausgestellt. Chaotrope Substanzen sind
in der Lage, die dreidimensionale Struktur der
Wasserstoffbrickenbindungen zu stdéren. Hierdurch werden  auch
die intramolekularen Bindungskrifte geschwacht, die bel der
Ausbildung der r&umlichen Strukturen, wie z. B. Primar-,
Sekundir-, Tertidr- oder Quartdrstrukturen, beil biologischen
Molekiilen beteiligt sind. Geeignete chaotrope Agenzien sind dem
Fachmann aus dem Stand der Technik hinl&nglich bekannt [Rompp,
Lexikon der Biotechnologie, Herausgeber H. Dellweg, R.D. Schmid
u. W.E. Fromm, Thieme Verlag, Stuttgart 1992].

Als bevorzugte chactrope Substanzen gelten gemdh der
vorliegenden Erfindung beispielsweise Salze aus der Gruppe dexr
Trichloracetate, Thiocyanate, Perchlorate, Iodide oder

Guanidinium-Hydrochlorid und Harnstoff.

Die chaotropen Substanzen werden dabei in 0,01 bis 10 molarer
wdsseriger 'Ldésung, bevorzugt in 0,1 bis 7 molarer wasseriger
Losung und besonders bevorzugt in 0,2 bis 5 molarer wdsseriger
Ldsung eingesetzt. Hierbeil kénnen die vorbezeichneten
chaotropen Agenzien allein oder in Kombinationen verwendet
werden. Insbesondere werden 0,01 bis 10 molare wédsserige
Loésungen, bevorzugt 0,1 bis 7 molare wésserige LOsungen und
besonders bevorzugt in 0,2 bis 5 molare wdsserige Ldsungen von
Natriumperchlorat, Guanidinium-Hydrochlorid, Guanidinium-iso-

thiocyanat, Natriumiodid und/oder Kaliumiodid eingesetzt.
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Die in den erfindungsgemidBen Verfahren zur Lyse, zur Bindung,
zum Waschen und/oder zur Elution eingesetzten Salzldsungen sind
vorzugsweise gepuffert. Als Puffersubstanzen kommen alle
geeigneten Puffersysteme, wie Dbeispielsweise Karbonsaure-

puffer, insbesondere, Citrat-Puffer, Acetat-Puffer, Succinat-

Puffer, Malonat-Puffer sowie Glycin-Puffer,
Morpholinopropansulfonsdure (MOPS) oder
Tris (hydroxymethyl)aminomethan (Tris) in einer Konzentration
von 0,001 - 3 Mol/Liter, bevorzugt 0,005 - 1 Mol/Liter,
besonders bevorzugt 0,01 - 0,5 Mol/Liter, insbesondere

bevorzugt 0,01 - 0,2 Mol/Liter.

Als Alkohole kommen fir die Durchfithrung des erfindungsgemalien
Verfahrens zundchst alle Hydroxylderivate von aliphatischen
oder acyclischen gesattigten oder ungesattigten
Kohlenwasserstoffen in Betracht. Dabei ist es zunachst
unerheblich, ob diese Verbindungen jeweils eine, zwel, drei
oder mehr Hydroxylgruppen - wie mehrwertige Cl-C5-Alkanole,
beispielsweise Ethylenglykol, Propylenglykol oder Glycerin -

enthalten.

Daneben zahlen ebenfalls die Zuckerabkémmlinge, die sog.
Aldite, wie auch die Phenole - beispielsweise Polyphenole - zu

den erfindungsgemil einsetzbaren Alkoholen.

Unter den vorgenannten Hydroxyverbindungen werden die CI1-C5-
Alkanole - wie Methanol, Ethanol, n-Propanol, tert.-Butanol und

die Pentanole besonders bevorzugt.

Als hydrophil gelten im Sinne der vorliegenden Erfindung solche
Stoffe bzw. Membranen, die von ihrem chemischen Charakter her

sich leicht mit Wasser mischen bzw. Wasser aufnehmen.

Als hydrophob gelten im Sinne der vorliegenden Erfindung solche

Stoffe bzw. Membranen, die von ihrem chemischen Charakter her
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nicht in Wasser eindringen - bzw. vice versa - und die nicht

darin zu bleiben vermogen.

Unter einer Oberfldche wird im Sinne der vorliegenden Erfindung
jede mikropordse Trennschicht verstanden. Im Falle einer
Membran wird die Oberfliche durch eine Folie aus einem
polymeren Material gebildet. Das Polymer wird bevorzugt aus

Monomeren mit polaren Gruppen aufgebaut.

In einer weiteren Ausfihrungsform des erfindungsgemdben
Verfahrens umfaRt der Begriff Oberfldche im weiteren Sinne auch
eine Schicht von Partikeln bzw. auch ein Granulat sowie auch

Fasern, wie z. B. Silicagelvliese.

Bei Verwendung hydrophober Membranen gelten als bevorzugt im
Sinne der vorliegenden Erfindung Membranen, die aus einem
hydrophilen Grundmaterial  bestehen und die durch eine
entsprechende chemische Nachbehandlung, die an sich aus dem
Stand der Technik bekannt ist, hydrophobisiert wurden, wie
z. B. hydrophobisierte Nylon-Membranen, die kommerziell

erhdltlich sind.

Unter hydrophobisierten  Membranen  werden erfindungsgemab
allgemein solche Membranen verstanden, die als urspriinglich
hydrophile - Membran mit  den unten erwdhnten
Hydrophobisierungsmitteln lUberzogen wurden. Derartige
Hydrophobisierungsmittel Uberziehen hydrophile Substanzen mit
einer dunnen Schicht hydrophober Gruppen, wozu beispielsweise
liangere Alkylketten oder Siloxangruppen gehdren. Geelgnete
Hydrophobisierungsmittel sind aus dem Stand der Technik in
groBer Zahl Dbekannt und stellen erfindungsgemd Paraffine,
Wachse, Metallseifen etc., ggf. mit Zusdtzen an Aluminium bzw.
Zirkoniumsalzen, quartare organische Verbindungen,

Harnstoffderivate, fettstoffmodifizierte Melaminharze,
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Silicone, =zinkorganische Verbindungen, Glutardialdehyde und

dhnliche Verbindungen dar.

Daneben gelten als erfindungsgemdl einsetzbare hydrophobe
Membranen solche Membranen, die per se hydrophob sind oder die
hydrophobisiert sind und deren Grundmaterial polare Gruppeén
aufweisen kann. Gemal dieser Kriterien eignen sich
beispielsweise - insbesondere hydrophobisierte - Materialien

aus der folgenden Gruppe fir den erfindungsgemaben Einsatz:

Nylon, Polysulfone, Polyethersulfone, Cellulosenitrat,
Polyproyplen Polycarbonate, Polyacrylate sowilie
Acrylatcopolymere, Polyurethane, Polyanide, Polyvinylchlorid,

Polyfluorcarbonate, Polytetrafluorethylen,
Polyvinylidendifluorid, Polyethylentetrafluorethylen-
Copolymerisate, Polyethylenchlortrifluorethylen—Coplymerisate

oder Polyphenylensulfid sowie Cellulose und Cellulose-
Mischester, Celluloseacetat oder Nitrocellulosen wie auch
Polybenzimidazole, Polyimide, Polyacrylnitrile,
Polyacrylnitril-Copolymere, hydrophobisierte
Glasfasermembranen, worunter hydrophobisierte Nylon-Membrane

besonders bevorzugt sind.

Bevorzugte hydrophile Oberflachen umfassen per se hydrophile
Materialien und auch hydrophobe Materialien, die
hydrophilisiert worden sind. Beispielsweise konnen verwendet
werden hydrophiles Nylon, hydrophile Polyethersulfone,
hydrophile Polycarbonate, hydrophile Polyester, hydrophile
Polytetrafluorethylene auf Polypropylengeweben, hydrophile
Polytetrafluorethylene auf Polypropylenvliesen,
hydrophilisierte Polyvinylidendifluoride, hydrophilisierte
Polytetrafluorethylene, hydrophile Polyanmide, Nitrocellulose,
hydrophile Polybenzimidazole, hydrophile Polyimide, hydrophile
Polyacrylnitrile, hydrophile Polyacrylnitril-Copolymere,
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hydrophiles Polypropylen, Cellulosenitrat, Cellulosemischester

und Celluloseacetat.

Die oben geschilderten Membranen sind in ihrer Anwendung beil
Nukleinsiurenbindung zum Teil aus dem Stand der Technik
vorbekannt, wenn auch nicht im erfindungsgemallen Kontext. Eine
Reihe von Materialien ist jedoch aus dem Stand der Technik
nicht fir diese Verwendung bekannt. Die umfangreichen Versuche
der Erfinder haben jedoch gezeigt, dal es welitere, zur

Nukleinsdurebindung geeignete Membranen gibt.

Die vorliegende Erfindung ist daher auch gerichtet auf die
Verwendung von Celluloseacetat, nicht carboxyliertem,
hydrophoben Polyvinylidendifluorid, oder massivem, hydrophobem
Polytetrafluorethylen als Material zZur Anlagerung und

Isolierung von Nukleinsduren.

Unter "massiv" soll hierbei ein Material verstanden werden, dab
durchgangig aus der entsprechenden chemischen Verbindung
besteht und weder beschichtet noch als Beschichtung auf einem

Tragermaterial aufgebracht ist.

Das Material kann in Membranform, als Granulat, in Faserfom
oder in anderen geeigneten Formen, verwendet wird. Die Fasern
kénnen beispielsweise als Vlies angeordnet sein und das

Granulat als gepresste Fritte.

Die Membranen, die in den oben beschriebenen, erfindungsgemalen
Verfahren eingesetzt werden (mit Ausnahme der Isopropanol-
Fallung), haben dabei beispielsweise einen Porendurchmesser von
0,001 bis 50 um, vorzugsweise 0,01 bis 20 pm und besonders
bevorzugt 0,05 bis 10 pm. Im Falle der Fallung von
Nukleinsiuren mit Isopropanol nach dem oben angegebenen

Verfahren muB die Porengroébe tber 0,2 pym betragen.
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Als Waschpuffer kommen ebenfalls die oben beschriebenen Salze
oder Alkohole bzw. Phenole oder Polyphenole in Frage. Auch

Detergenzien und Naturstoffe im weitesten Sinne, wie etwa

Albumin oder Milchpulver, kdnnen fir die Waschschritte
verwendet werden. Die Zugabe chaotroper Substanzen ist
ebenfalls moglich. Polymere kdnnen ebenso wie ldsende
Detergentien und dhnliche Stoffe zugegeben werden. Der

Waschpuffer und die darin enthaltenen Substanzen sollten
jedenfalls allgemein in der Lage sein, unerwinschte
Verunreinigungen zu binden, zu solubilisieren, oder mit ihnen
zu reagieren, sc daR diese Verunreinigungen oder 1ihre
Abbauprodukte zusammen mit dem Waschpuffer entfernt werden

kdnnen.

Die Temperaturen liegen im Waschschritt in einem Intervall wvon
iblicherweise 10° bis 30 °C, vorzugsweise beil Raumtemperatur,
wobei auch hohere oder niedrigere Temperaturen erfolgreich
angewandt werden konnen. So bietet es sich beispielsweise an,
bei einer Elution bei niedrigen Temperaturen, z.B. 2°C, auch
den Waschpuffer zZu kihlen, um die Temperatur des
Isoliergefisses und der Oberflédche Dbzw. Membran auf den
gewilinschten Temperaturwert vorzukihlen. FEine Anwendung fur
niedrige Temperaturen ist die cytoplasmatische Lyse, bei der
die Zellkerne zundchst unbeschadigt bleiben. Hohere
Temperaturen des Waschpuffers bewirken auf der anderen Seite
eine bessere Solubilisierung der auszuwaschenden

Verunreinigungen.

Zur Elution der gebundenen Nukleins&uren eignen sich
erfindungsgemah Wasser oder wasserige Salzlosungen als
Elutionsmittel. Als Salzldsungen werden Pufferldsungen
eingesetzt, die aus dem Stand der Technik bekannt sind, wie
beispielsweise Morpholinopropansulfonsaure (MOPS) ,
Tris (hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-

piperazino]ethansulfonsidure (HEPES) in einer Konzentration wvon
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0,001 bis 0,5 Mol/Liter, bevorzugt 0,01 bis 0,2 Mol/Liter,
besonders bevorzugt 0,01 bis 0,05 molare Losungen. Daneben
werden bevorzugt wasserige Lésungen von  Alkali- oder
Erdalkalimetallsalzen, insbesondere deren Halogenide,
eingesetzt, darunter 0,001 bis 0,5 molare, bkevorzugt 0.01 Dbis
0,2 molare, besonders bevorzugt 0,01 bis 0,05 molare wasserige
Losungen von Natriumchlorid, Tithiumcnlcrid, Kaliumchlorid oder
Magnesiumdichlorid. Daneben koénnen bevorzugt aucn Ldsungen von
Salzen der Alkalimetalle oder Erdalkalimetalle mit Carbon- oder
Dicarbonsduren wie Oxalsidure oder Essigsdure, wie LOsungen von
Natriumacetat oder =-oxalat in Wasser eingesetzt werden,
beispielsweise in dem zuvor genannten Konzentrationsbereich,
wie z. B. 0,001 bis 0,5 molar, bevorzugt 0,01 bis 0,2 molar,

besonders bevorzugt 0,01 bis 0,05 molar.

Auch die Zugabe von Hilfsstoffen wie Detergenzien oder DMSO ist
moéglich. Soll mit den eluierten Nukleinsduren eine chemische
Reaktion durchgefithrt werden, sei es unmittelbar an der Membran
oder in einem weiteren ReaktionsgefdB, ist es auch moglich,
solche Substanzen oder andere Hilfsstoffe dem Elutionspuffer
zuzugeben, die in den verwendeten Reaktionsansdtzen verwendet
werden sollen. So ist beispielsweie die Zugabe von DMSO in

niedrigen Konzentrationen bei vielen Reaktionsansdtzen tiblich.

Nach einer an Nukleinsiuren durchgefiihrten chemischen Reaktion
kénnen diese auch mit dem Reaktionspuffer eluiert werden.
Beispielsweise kann die Nukleinsdure nach einer SDA- oder einer
NASBA-Reaktion mit dem Reaktionspuffer oder dem Reaktions-

Master-Mix eluiert werden.

Ganz besonders wird reines Wasser als Elutionsmittel bevorzugt,
beispielsweise demineralisiertes, bidestiliertes, oder

ultrareines Millipore-Wasser.
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Die Eluierung kann bei Temperaturen von unter 0°C bis 90°C,
bespielsweise bei 10° Dbis 30°C oder auch bei hoéheren
Temperaturen erfolgreich durchgefiithrt werden. Auch ein Eluieren
mit Wasserdampf ist moglich. Die untere Grenze der
Elutionstemperatur ist, wie oben ausgefiihrt, beim Gefrierpunkt

des Elutionspuffers zu sehen.

Aufgrund der problemlosen Durchfihrbarkeit der
erfindungsgemafen Verfahren, die auch "im Feld", d.h. abseits
etablierter Laboreinrichtungen, und somit ohne umfangreiche,
strombetriebene Ausristung, durchfihzrbar sind, ist die
Erfindung auch auf die Bereitstellung von Isoliergefdflen
gerichtet, mit denen das erfindungsgemdfe Verfahren mit einem
Minimum an weiteren Hilfsmitteln durchgefihrt werden kann.
Hierfir kann ein ReaktionsgefdB verwendet werden, das eine

Membran enthilt. Diese kann in Kontakt mit einem absorbierenden

Material, wie einem Schwamm, gebracht werden, um die
verschiedenen, verwendeten Puffer durch die Membran
durchzusaugen. Der Schwamm funkticniert daher wie die

Kombination einer Vakuumpumpe oder einer Zentrifuge in
Verbindung mit einem Abfallbehdltnis. Zur Gewinnung des Eluats
wird der Kontakt des absorbierenden Materials mit der Membran
unterbunden, so dab das Eluat nicht verloren gehen kann,

sondern abgenommen oder/und weiter untersucht werden kann.

Die Erfindung ist in diesem Aspekt spezifisch gerichtet auf ein
IsoliergefaB zur Isolierung von Nukleinsduren mit zumindest
einem zylinderfdrmigen Oberteil mit einer oberen Offnung, einer
unteren Offnung und einer Membran, die an der unteren Offnung
angeordnet ist und den gesamten Querschnitt des Oberteils
ausfiillt; einem Unterteil mit einem absorbierenden Material;
und einem Mechanismus zur Verbindung zwischen Oberteil und
Unterteil, wobei bei hergestellter Verbindung die Membran in

Kontakt mit dem absorbierenden Material ist und bei
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nichthergestellter Verbindung die Membran nicht in Kontakt mit

dem absorbierenden Material ist.

Vorzugswelise ist das Unterteil ein Zylinder gleichen
Durchmessers wie das Cberteil. Auf diese Weise erhdlt man ein
einfaches R&hrchen vom im wesentlichem konstanten Durchmesser,
das wie herkémmliche Reaktionsgefdsse handhabbar ist. Speziell
wenn das Oberteil oder Oberteil plus Unterteil ein Réhrchen ist
bzw. bilden, welches in ReaktionsgefiBhalter einstellbar ist,
wie sie in Laboratorien Verwendung finden, ist dieser Effekt
erzielbar. Der Mechanismus kann ein Anschlub sein, der eine
raumliche Trennung von Oberteil und Unterteil erlaubt,
beispielsweise ein Bajonettanschlufl, ein SteckanschluBl oder ein
Schraubanschluf. Ein BajonettanschluB hat dabei den Vorteil,
leichter ver- und entriegelbar zu  sein, wahrend der
Schraubverschluf die bessere, wasserdichtere Verbindung von
Ober- und Unterteil erlaubt. Alternativ kann auch eine
Sollbruchstelle zwischen Ober- und Unterteil vorgesehen sein,
die zumindest die einmalige Trennung der beiden Teile gestattet

und die besonders preisglnstig herstellbar ist.

Der Mechanismus kann allerdings auch ein Schieber sein, der
zwischen absorbierendem Material und Membran einschiebbar ist.
Auch durch diese Ausfithrung kann eine Trennung von Membrann und

absorbierenden Material erreicht. werden.

Um die Verarbeitungskapazitat zu erhdhen und die
erfindungsgemdBen Verfahren noch okonomischer ausfihren zu
kénnen, bietet sich desweiteren an, das oben beschriebene,
erfindungsgemiBe IsoliergefdB so zu modifizieren, daBb mehrere
Oberteile auf einem Unterteil angeordnet sind. Das Unterteil
kann dann gleichzeitig als Halter der Anordnung dienen und
zudem SO dimensioniert sein, dai eine Vielzahl von
Isolierungsvorgangen, jedenfalls mehr als Anschlisse fir

Oberteil im Unterteil vorhanden sind, durchgefihrt werden kann,
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bevor die Saugkapazitit des absorbierenden Materials im

Unterteil erschopft ist.

Das absorbierende Material im Unterteil kann einen Schwamm
oder/und ein Granulat aufweisen. Das Granulat kann
beispielsweise aus superabsorbierendem Material bestehen, wie
es dem Fachmann auf dem Gebiet der Absorptionstechnik (z.B. bel

Hygieneartikeln) geldufig ist.

Die Erfindung 1ist gleichermafen auf die Verwendung dieses
erfindungsgemdBen Isoliergefdsses zur Analyse der Eigenschaften
von Nukleinsduren und zur Isolierung von Nukleinsauren

gerichtet.

Hinsichtlich der einzelnen Schritte werden die
erfindungsgemafen Verfahren allgemein typischerweise wie folgt

durchgefihrt:

Wenn von biologischen Proben ausgegangen wird, sind diese
zundchst in einem geeigneten Puffer zu lysieren. Hierbei konnen
weitere Verfahren zur Lyse zum Einsatz kommen, beispielsweise
eine mechanische Einwirkung, wie Homogenisierung oder
Ultraschall, enzymatische Einwirkung, Temperaturverdnderug oder
Additiva. Falls erforderlich oder gewltnscht, kann sich an diese
Lyse ein Vorreinigungsschritt anschliessen, um Debris aus dem
Lysat zu entfernen. Im Anschlub daran werden, falls noch nicht
geschehen, die Bedingungen im Lysat eingestellt, unter denen
eine Immobilisierung der Nukleinsauren an die Oberflache
erfolgen kann. Auch nach Einstellung der Bindebedingungen kann
sich, kumulativ oder alternativ zur obigen Vorreinigung, ein

Vorreinigungsschritt anschliessen.

Dieses vorbehandelte Lysat der zur Gewinnung der Nukleinsauren
dienenden Probe oder die urspringlich freie(n) Nukleinsdure(n)

(falls nicht von einer biologischen Probe ausgegangen wird)
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wird/werden beispielsweise in eine (Plastik-)Sdule pipettiert,
in der - beispielsweise auf dem Boden - die Membran fixiert
wird. ZweckmiBigerweise kann die Membran auf einer Fritte
fixiert werden, die als mechanische Unterstitzung dient.
AnschlieBend wird das Lysat durch die Membran gefihrt, was
durch Anlegen eines Vakuums am Ausgang der Saule erreicht
werden kann. Auf der anderen Seite kann der Transport durch
einen Lysat-seitigen Uberdruck erfolgen. Daneben kann - wie
schon zuvor erwidhnt - der Lysattransport auf dem Wege der
zentrifugation oder durch die Einwirkung ven Kapillarkraften
bewerkstelligt werden; letzteres kann zum Beispiel mit einem
schwammartigen Material geschehen, das unterhalb der Membran
mit dem Lysat bzw. Filtrat in Kontakt gebracht wird. Bel einer
Zentrifugation kann das unten offene Isoliergefd&Bl in einen
Auffangbehdlter fir die hindurchgefihrte Flissigkeit verwendet

werden.

Der in bevorzugten Ausfihrungsformen eingefiigte Waschschritt,
kann erfolgen, indem der Waschpuffer durch die Oberflache bzw.
Membran hindurchtransportiert wird oder auf derselben Seite der
Oberflache verbleibt wie die Nukleinsduren. Wird der
Waschpuffer hindurchtansportiert bzw. gesaugt, so kann dies auf
unterschiedliche Weisen geschehen, z. B. durch einen auf der
anderen Seite der Membran angeordneten Schwamm, eine Saug- oder
Uberdruckvorrichtung oder durch Zentrifugation oder

Gravitation.

Der Vorteil einer Anordnung mit einem absorbierenden,
beispielsweise schwammartigen Material Dbesteht in eilner
einfachen, sicheren und bequemen Moglichkeit der Filtrat-
Entsorgung - es muB in diesem Fall nur der Schwamm, der nunmehr
mit dem Filtrat mehr oder weniger vollgesogen ist, ausgetauscht
werden. Es wird an dieser Stelle deutlich, dab die Saule
kontinuierlich oder auch batch-weise betrieben werden kann und

daP beide Betriebsarten vollautomatisiert durchgeflihrt werden
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kénnen, bis die Membran mit Nukleinsdure gesattigt ist. Im
letzten Schritt erfolgt ggfs. die Elution der Nukleinsaure,
welche beispielsweise wvon der Membran abpipettiert bzw.
abgehoben oder in sonstiger Weise nach oben entfernt werden
kann, wenn keine In-situ Analyse der noch gebundenen

Nukleinsduren vorgenommen werden soll.

Die gewiinschten Nukleinsduren fallen 1in schwach oder nicht-
salzhaltigen Losungen in sehr kleinen Volumina an, was von
grofem Vorteil fiir alle molekularbiologischen Analyseverfahren
ist, da hier gewlnscht ist, reine Nukleinsduren in moglichst
kleinen Volumina bei gleichzeitig hoher Konzentration
einzusetzen. Um méglichst kleine Volumina an Eluat erzielen zu
kénnen, werden als Oberfldchen insbesondere Membranen
bevorzugt, die méglichst dinn sind, so daB sich nur wenig

Fliissigkeit in ihnen ansammeln kann.

Ferner bietet die vorliegende Erfindung den Vorteil, daB bei
einer vertikalen Ancrdnung des Gefé&sses (Membran  dann
horizontal orientiert) das tiber der Membran befindliche Volumen
als Reaktionsraum genutzt werden kann. So ist es z. B. moglich,
nach dem Isolieren und Ablédsen der nach dem erfindungsgemaBien
Verfahren gewonnenen Nukleinsauren, diese zundchst nicht

abzunehmen, sondern im IsoliergefadB® zu belassen und einer

molekularbiologischen Applikation - wie Restriktionsverdauung,
RT, PCR, RT-PCR, in vitro Transkription, NASBA, rolling circle,
LCR (ligase chain reaction), SDA (strand displacement

amplification) oder Enzymreaktionen wie RNase und DNase-Verdau
zur vollstdndigen Entfernung der Jjeweils nicht erwlnschten
Nukleinsauren, zu unterwerfen, die aus diesen Reaktionen
hervorgehénden Nukleinsduren gemdB dem erfindungsgemdlen
Verfahren erneut an die Membran zu binden oder im Uberstand zu
belassen, ggfs. wie beschrieben zu waschen und anschlieRBend zu

eluieren, =zu isolieren, bzw. zu analysieren, beispielsweise
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mittels Chromatographie, Spektroskopie, Fluoromezrie,

Elektrophorese oder ahnlichen Meflverfahren.

Die erfindungsgemdB isolierten Nukleinsauren sind frei von
nukleinsiureabpauenden Enzymen und haben eilne derartig hohe
Reinheit, daB sie unmittelbar in verschiedensten Weisen

weiterbehandelt und bearbeitet werden konnen.

Die erfindungsgemdBl hergestellten Nukleinsiuren konnen fdr
Klonierungen verwendet werden und als Substrate fur
verschiedenste Enzyme dienen, wie pbeispielsweise DNA-
Polymerasen, RNA-Polymerasen wie z.B. T7-Polymerase oder T3-
Polymerase, DNA-Restrikticnsenzyme, DNA-Ligase, reverse

Transkriptase und andere.

Die durch die erfindungsgemdBen Verfahren bereitgestellten
Nukleinsiuren eignen sich 1in besonders guter Weise zur
Amplifikation, insbesondere fiir die PCR, Strand Displacement
Amplifikation, Rolling Circle Verfahren, Ligase Chain Reaction

(LCR), SunRise, NASBA und éhnlicher Verfahren.

Die erfindungsgemaBen Verfahren eignen sich weiterhin in
besonders guter Weise zur Bereitstellung von Nukleinsduren fur
die Verwendung in der Diagnostik, beispielsweise der
Lebensmittelanalyse, bei toxikologischen Untersuchungen, 1in der
medizinischen und klinischen Diagnostik, der Erreger-
Diagnostik, der Genexpressionsanalyse und in der
Umweltanalytik. Die Verfahren eignen sich insbesondere fir ein
Diagnoseverfahren, welches dadurch gekennzeichnet ist, daf die
durch das erfindungsgemabe Verfahren gereinigten Nukleinsauren
in einem Folgeschritt amplifiziert werden und anschlieBend
und/oder gleichzeitig die so amplifizierten Nukleinsauren
detektiert werden (z. B. Holland, P.M. et al., 1991. Proc.
Natl. Acad. Sci. 88, 7276 - 7280. Livak, K.J. et al., 1995. PCR
Methods Applic. 4, 357 - 362; Kievits, T. et al., 19%1. J.
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Virol. Meth. 35, 273 - 286; Uyttendaele, M. et al., 19%4. J.
Appl. Bacteriol. 77, 694 - 701).

Desweiteren eignen sich die erfindungsgemafen Verfahren in
besonders guter Weise zur Bereitstellung von Nukleinsauren,
welche in einem Folgeschritt einem auf einer
Hybridisierungsreaktion basierenden Signalamplifikationsschritt
unterzogen werden, der insbesondere dadurch gekennzeichnet ist,
daB die durch das erfindungsgemédbe Verfahren bereitgestellten
Nukleinsduren mit "Verzweigten Nukleinszuren", insbesondere
Branched DNA und/oder Branched RNA und/oder entsprechende
Dendrimer Nukleinsaduren, wie in den folgenden Literaturstellen
beschrieben (z. B. Bresters, D. et al., 1994. J. Med. Virol. 43
(3), 262 - 286; Collins M.L. et al., 1997. Nucl. Acids Res. 25
(15), 2979 - 2984; ), in Kontakt gebracht werden und das

entstehende Signal detektiert wird.

Im folgenden wird ein Beispiel fir die Automatisierbarkeit des
erfindungsgemafen Verfahrens erlsutert und werden Beispiele fur
die Durchfithrung des Verfahrens mit verschiedenen Oberflachen
und Nukleinsiuren angegeben. Hierbei wird Bezug genommern auf
die beigefiligten Zeichnungen, in denen folgendes dargestellt

ist.

Fig. 1 =zeigt einen zur Durchfihrung des erfindungsgemalien
Verfahrens geeigneten Automaten in einer schematisierten

Darstellung.

Fig. 2 zeigt eine erste Ausfithrungsform eines Isoliergefdsses
und Abfallbehilters zur Durchfudhrung des erfindungsgeméaben

Verfahrens.

Fig. 3 zeigt eines zwelte Ausfihrungsform eines Isolisrgefésses
und Abfallbehalters zur Durchfiihrung des erfindungsgeméafien

Verfahrens.
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Fig. 4 zeigt eine dritte Ausfilhrungsform eines Isoliergefasses
und Abfallbehalters zur Durchfihrung des erfindungsgemaben

Verfahrens.

Fig. 5 zelgt Ausfihrungsformen ven erfindungsgemafhen

Isoliergefdssen mit Oberteil.

Fig. 6 zeigt das Ethidiumbromid-gefarbte Gel einer
elektrophoretischen Auftrennung verschiedener Proben nach dem

erfindungsgemaben Verfahren.

Fig. 7 zeigt ein welteres Ethidiumbromid-gefdrbtes Gel einer
elektrophoretischen Auftrennung verschiedener Proben nach dem

erfindungsgemédfen Verfahren.

Fig. 8 zeigt ein weilteres Ethidiumbromid-geférbtes Gel einer
elektrophoretischen Auftrennung verschiedener Proben nach dem

erfindungsgemaBen Verfahren.

Fig. 9 =zeigt noch ein weiteres Ethidiumbromid-gefdrbtes Gel
einer elektrophoretischen Auftrennung verschiedener Proben nach

dem erfindungsgemdfien Verfahren.

Fig. 10 zeigt wieder ein weiteres Ethidiumbromid-gefarbtes Gel
einer elektrophoretischen Auftrennung verschiedener Proben nach

dem erfindungsgemdfen Verfahren.

Fig. 11 schlieRlich zeigt ein weiteres Ethidiumbromid-gefarbtes
Gel einer elektrophoretischen Auftrennung verschiedener Proben

nach dem erfindungsgemaben Verfahren.

Die erfindungsgem&ben Verfahren werden vorzugsweise tellwelse
oder vollstandig, d.h. in allen Schritten, automatisiert

durchgefiihrt. Ein Beispiel fir einen geeigneten Automaten ist
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in Fig. 1 dargestellt, bei dem ein Hauptteil 1 mit
Steuerungselektronik und Antriebsmotoren mit einer
Arbeitsplattform 3 und einem fahrbaren Arm 2 ausgestattet ist.
Auf der Arbeitsplattform sind verschiedene Elemente
positioniert, so Bereiche 4 zur Halterung von verschiedenen
Gefassen. Eine Absaugvorrichtung 5 dient zum Absaugen von
Flissigkeiten aus daruber positionierten, nach unten offenen
Isoliergeféssen, oder sonst mit der Absaugvorrichtung
verbundenen Gefdssen. Ein Rittler 6 1ist ebenfalls vorgesehen,

der Dbeispielsewise zum Lysieren von biologischen Proben

verwendet werden kann. Die verwendeten Anordnungen Vvon
Isoliergeféassen sind beispielswelise SpritzguBteile mit
integrierten Isoliergefassen, in die erfindungsgeméale

Oberflichen eingelegt sind. Es kénnen typischerweise 8, 12, 24,
48, 96 oder bis zu 1536 Isoliergefdsse vorgesehen sein, wie sie
2.B. in den Formaten moderner Multi-Well-Platten zur Verflgung
gestellt werden. Auch noch héhere IsoliergefdBzahlen in einer
Anordnung sind vorstellbar, wenn entsprechende Standards zur
Verfligung stehen. Mit Hilfe von Luer-Adaptern ist es Jjedoch
auch méglich, die Boéden der Anordnungen separat bereitzustellen
und je nach Bedarf mit einem oder mehreren Isoliergefédssen zu
pestiicken. Auch einzeln gearbeitete Isoliergefdsse ohne Luer-

Adapter werden von der Erfindung miterfasst.

Unter eine Saug- und Dispensiervorrichtung 8 werden die
Anordnungen von Isoliergeféssen in den Automaten eingesetzt und
iiber diese koénnen FliUssigkeiten aufgenommen und abgegeben
werden. Hierbei konnen mehrere einzelne Saugrohre vorgesehen
sein, um mehr als ein Isolier- oder Reaktionsgefah gleichzeitig
bearbeiten zu konnen. Die Saug- und Dispensiervorrichtung 8
erfilllt also die Funktion einer Pipette. Sog und Druck werden
der Saug- wund Dispensiervorrichtung 8 {iber Schlauche 9

vermittelt.
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Zur Nukleinsdureisolierung kdénnen beispielsweis

ct

Reaktionsgefdsse mit Zellen in den Rittler/Halter 6 eingesetz
werden, in die mit der Dispensiervorrichtung 8 Lysepuffer
eingefiillt wird. Nach Mischen werden die Zelllysate 1in
Isoliergefédsse Uberfihrt. Der Lysepuffer wird daraufhin durch
die Oberflichen in den Isoliergefdssen durchgesaugt. Im
Anschlup kénnen die Oberfldchen mit einem Waschpuffer gespllt
werden, um Reste der Zelllysate zu entfernen, wobel auch der
Waschpuffer nach unten abgesaugt wird. Schlieflich wird
Elutionspuffer in die Isoliergefdsse dispensiert und nach
eventuellem nochmaligen Ritteln werden die abgeldsten
Nukleinsduren nach oben entnommen und in Aufbewahrungsgefdsse
liberfihrt.

Ublicherweise werden  Wechselspitzen an der Saug- und
Dispensiervorrichtung 8 verwendet, um eine Kontamination der

Proben zu verhindern.

Die Fig. 2 bis 4 zeigen verschiedene schematische Beispiele fir
geeignete Isoliergefdsse zur Verwendung in der vorliegenden

Erfindung.

In Fig. 2 ist ein trichterférmiges Isoliergefa 10 mit einer
Oberfliche 11, beispielswelse einer Membran, versehen, die auf
einen Auffangbehilter 12 aufgesetzt ist, der ein schwammartiges
Material 13 enthilt, das der Aufnahme von Lysepuffer und
Waschpuffer dient. Unter dem schwammartigen Material 13 kann
eine Schicht Superabsorbens 14 angeordnet sein, um die
Saugleistung zu verbessern. Alternativ kann die Schicht 14 auch
ein Material enthalten, welches Wasser chemisch umzusetzen
vermag, beispielswelse Acrylat. Das Wasser wird dadurch
ebenfalls dem prozeB entzogen. In den Trichter wird Lysat oder
eine sonstige &Zufbereitung von Nukleinsduren gegeben. Das
schwammartige Material 13 saugt die aufgetragene Flissigkeit

durch die Membran 11 hindurch. Vor der Zugabe des Eluierputfers
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wird der  Schwamm etwas von der Membran beabstandet,
beispielsweise durch eine im Auffangbehalter 12 angeordnete
Mechanik (nicht dargestellt). So wird beim letzten Schritt
verhindert, daBR der Eluatpuffer auch durch die Membran 11
gesaugt wird. Dieser verbleibt vielmehr auf der Oberfldche
(Fig. 1lb) und kann zusammen mit der Nukleinsiduren nach oben
entnommen werden. Mit dieser Anordnung wird die

Absaugvorrichtung 5 im Automaten nicht bendtigt.

Fig. 3 zeigt ein weiteres Beispiel eines Isoliergefasses, dab
iiber einen an seinem unteren Ende angeordneten Luer-Anschlub
mittels eines Luer-Adapters 17 mit einem Auffangbehalter 16
verbunden 1ist, der 1in diesem Fall keinen Schwamm enthalt,
sondern mittels eines Stutzen 18 mit einer Absaugvorrichtung
verbunden ist. Lyse- und Waschpuffer kénnen hier also durch
Anlegen eines Vakuums durch die Membran 11 durchgesaugt werden.
Beim Auftragen des Eluatpuffers bleibt das Vakuum abgeschaltet,
so daB sich das Eluat nach oben entnehmen l&sst. Durch die
Verwendung eines Luer-Anschlusses sind individuelle
Isoliergefasse der Anordnung von Isoliergefdssen entnehmbar. Es
versteht sich jedoch, daf der vVakuumauffangbehalter auch mit
fest angebrachten Isocliergefdassen, beispielsweise Multi-Well
Gefiassen von 8, 12, 24, 48, 96 oder mehr Einzelgefdssen

kombinierbar ist.

Fig. 4 =zeigt schlieBlich eine Ausfihrungsform, bei der ein
Auffangbehidlter vorgesehen ist, in den die Puffer mittels
Schwerkraft hineingesaugt oder =zentrifugiert werden. Der
Eluatpuffer, der in geringem Volumen verwendet wird, hat kein
hinreichendes Eigengewicht, um die Membran 11 zu durchdringen

und kann- wiederum nach oben abgenommen werden.

indungegemilen

o
[
Ih

Fig. 5 zeigt Ausfihrungsformen der

!

Isoliergefdsse.
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In Fig. 5 A ist ein Isoliergefdl mit einem zylinderférmigen
Oberteil 20 dargestellt. Dieses Oberteil ist mittels eines
Schraubanschlusses 25 mit einem Unterteil 22 verbunden.
Anstelle des Schraubanschlusses kénnen auch andere
Verbindungsformen verwendet werden, sofern diese eine
fliissigkeitsdichte Verbindung von Ober- und Unterteil zulassen
und flir ein Aufliegen der Membran 11 sorgen. Die Membran 11 ist
in diesem Ausfiihrungsbeispiel direkt an der unteren Offnung des
Oberteils 20 angebracht. Sie kann Jjedoch auch nach innen
versetzt sein oder in einem anderen Winkel als 90° zur
Oberteilwandung stehen. Das Unterteil weist ebenfalls eine
zylinderfdrmige Form auf, kann jedoch in anderen
Ausfihrungsformen anders ausgebildet sein. So koénnte eine
viereckige Form verwendet werden, welche die Standsicherheit
des Oberteils 20 auf einem Untergrund verbessert. Eine
Ausweitung des Unterteils 22 im Verhaltnis zum Oberteil 20 ist
ebenfalls méglich, beispielsweise falls in bestimmten
Ausfihrungsformen der erfindungsgemdfen Verfahren ein grolerer
Hohlraum im Unterteil 22 bendtigt wird, um die verwendeten
Lésungen vollstandig in das absorbierende Material 13 aufnehmen

zu koénnen.

Eine zu der in Fig. 5 A gezeigten Aufihrungsform, alternative
Ausfithrungsform ist in Teil B dargestellt. Hier sind Oberteil
20 und Unterteil 22 fest miteinander verbunden bzw. konnen auch
einstiickig ausgeformt sein. 7wischen dem absorbierenden
Material 13 und der Membran 11 kann ein Schieber 27 uber eine
Offnung 26 in das Isoliergef&B eingeschoben werden, um Membran
11 und absorbierendes Material 13 voneinander trennen zu
kénnen. Am Schieber 27 ist in diesem Beispiel ein zusdtzlicher
Griffbereich 28 angeordnet, der ein einfaches Herausziehen des
Schiebers 27 gestattet. Der Schieber kann jedoch auch ohne
diesen Griffbereich ausgefiihrt sein. Wie in der Fig. 5 B

gezeigt, expandiert das absorbierende Material 13 etwas, um den
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vom Schieber eingenommenen Raum Uberbriicken =zu kdénnen und

dadurch die Membran zu kontaktieren.

Fig. 5 C zeligt eine weitere Ausfihrungsform des
erfindungsgemédfien IsoliergefaBes. Das Unterteil 23 ist hierbei
mit mehreren Anschlissen 30 zur Aufnahme von Oberteilen 20
ausgestattet, was die gleichzeitige Bearbeitung mehrerer
Ansdtze erlaubt. Die Oberteile 20 werden in diesem Beispiel
mittels Schraubanschlissen 31 mit dem Unterteil 23 verbunden.
Obwohl in der Abbildung kleiner dargestellt als die Oberteile
20 der Figs. 5 A und B versteht es sich, dal die Oberteile von
gleicher GrofBe (oder groBer bzw. kleiner) sein kdnnen wie bzw.

als in jenen Ausfihrungsformen.

Fig. 5 D zeigt schlieBlich ein erfindungsgemiRes Isoliergefil
mit einem die Membran 11 aufen umgebenden Mantel 32 mit einem
Kihlmittel. Oberteil 20 und Unterteil 24 sind in diesem
Beispiel mittels eines Steckanschlusses miteinander verbunden.
Eine andere AnschluBart oder eine einteilige Ausfihrung sind
jedoch ebenso moglich. Der Mantel 32 Dbesteht aus zweil
Kompartimenten 33 und 34, die durch eine zerstdrbare Trennwand.
35 miteinander in Verbindung gebracht werden kdnnen. Beide
Kompartimente 33, 34 sind mit Substanzen, beispielsweise
Loésungen, gefillt, bei deren Mischung nach Zerstdrung der

Trennwand 35 die Temperatur des Gemischs sinkt.

Die vorbeschriebene Erfindung wird durch die nachfolgenden
Beispiele erl&dutert. Verschiedenartige, andere Ausgestaltungen
der Verfahren werden flir den Fachmann aus der vorstehenden
Beschreibung und den Beispielen ersichtlich. Es wird Jjedoch
ausdricklich darauf hingewiesen, daB diese Beispiele und die
diesen Beispielen zugeordnete Beschreibung lediglich der
Erlduterung dienen und nicht als Einschridnkung der Erfindung

anzusehen sind.
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Beispiel 1
Isolierung von Gesamt-RNA aus HeLa-Zellen

In einer Plastiksédule werden kommerziell erhaltliche
hydrophobe Nylon-Membranen (beispielsweise ein Material der
Fa. MSI: Magna SH mit einem Porendurchmesser von 1,2 pm oder
ein Material der Fa. Pall: Hydrolon mit einem Porendurchmesser
von 1,2 um) , die durch chemische Nachbehandlung
hydrophobisiert wurden, einlagig eingebracht. Die Membranen
werden auf einer Polypropylenfritte, die als mechanische
Unterstiitzung dient, plaziert. Die Membranen werden 1in der
Plastiksdule durch einen Spannring fixiert.

Die so vorbereitete S&dule wird iber eine Luerverbindung mit
einer Vakuumkammer verbunden - alle Isolierungsschritte werden
mit Hilfe eines angelegten Vakuums durchgefihrt.

Zur Isolierung werden 5x10° HeLa-Zellen durch Zentrifugation
pelletiert und der Uberstand entfernt. Die Zellen werden durch
Zugabe von 150 nl eines handelsiblichen Guanidinium-
Isothiocyanat-Puffers - wie z.B. RLT-Puffer der Fa. QIAGEN -
auf an sich aus dem Stand der Technik bekannte Weise lysiert.
Dabei wird die Lyse durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren
oder durch Vortexen {ber einen Zeitraum von 5 s unterstutzt.
Anschlieﬁend werden 150 nl 70 %-iges Ethanol zugefigt und
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren oder durch Vortexen
iber einen Zeitraum von ca. 5 s gemischt.

Das Lysat wird anschlieBend in die Plastiks&dule pipettiert und
durch Evakuierung der Vakuumkammer durch die Membran gesaugt.
Unter den so eingestellten Bedingungen bleibt die RNA an der
Membran gebunden. AnschliefBend wird mit einem ersten
handelsiblichen Guanidinium-Isothiocyanat-haltigen Waschpuffer

- Dbeispielsweise mit dem Puffer RW1 der Fa. QIAGEN - und
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danach mit einem =zweiten Tris-haltigen bzw. Tris- und
alkoholhaltigen Waschpuffer - z. B. Puffer RPE der Fa. QIAGEN
- gewaschen. Dabei werden die Waschpuffer jeweils durch
Evakuierung der Vakuumkammer durch die Membran gesaugt. Nach
dem letzten Waschschritt wird das Vakuum {iber einen Zeitraum
von ca. 10 Minuten aufrechterhalten, um die Membran zu
trocknen. Danach wird die Vakuumkammer beliiftet.

Zur Elution werden 70 ul RNase-freies Wasser auf die Membran
pipettiert, um die gereinigte RNA von der Membran abzuldsen.
Nach einer Inkubation von 1 Minute bei einer Temperatur im
Bereich von 10 - 30 °C wird das Eluat mittels einer Pipette
von oben von der Membran abpipettiert und der Elutionsschritt
wird zum Zweck einer wvollstdndigen Elution noch einmal
wiederholt.

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschliefend durch
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer
Wellenldnge von 260 nm ermittelt. Die Qualitdt der so
gewonnenen RNA wird durch die photometrische Bestimmung des
Verhdltnisses der Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei
280 nm bestimmt.

Die Ergebnisse der zwel Isolierungen mit hydrophoben
Nylonmembranen (Nr. 1 und 2) sind in der nachfolgenden Tabelle
1 Vergleichsversuchen, in denen zum einen hydrophiles Nylon
(Nylaflo) (Nx. 3) sowie eine Silica-Membran eingesetzt wurde
(Nr. 4), gegenlbergestellt. Die dort wiedergegebenen Werte
liefern einen (lberzeugenden Beleg fiir die beeindruckende
Isolierungsleistung sowie Trennwirkung der erfindungsgemif
eingesetzten Materialien. Sie zeigen weiterhin, daB Silicagel-
Vliese eine deutlich geringere Ausbeute erbringen, was
vermutlich auf ihre vliesartige Struktur und die damit
verbundene Absorption des groBlten Teils des Eluatpuffers

zurickzufihren ist.
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Tabelle 1: RNA-Ausbeute und Reilnheit der nach Beispiel 1
isolierten Gesamt-RNA
Nr. Membrantypus Ausbeute an Gesamt-RNA (pg) Esso/Easo

I | Magna SH 1,2 um (hydrophobes Nylon) 6,0 1.97

2 Hydrolon [,2 um (hydrophobes Nylon) 7,1 2.05

3 | Nylaflo (hydrophiles Nylon) <0,2 nicht bestimmt

4 | hydrophile Silica-Membran <0,2 nicht bestimmt

Die isolierte RNA kann ferner auf Agarosegelen, die mit
Ethidiumbromid angefdrbt sind, analysiert werden. Hierzu
werden beispielsweise 1,2 g-ige Formaldehyd-Agarose-Gele
angefertigt. Das Ergebnis ist in Fig. 6 wiedergegeben.

In Fig. 6 verkdrpert Spur 1 eine Gesamt-RNA, die iber eine
hydrophobe Nylon-Membran des Ursprungs Magna SH mit einem
Porendurchmesser von 1,2 um isoliert wurde.

Spur 2 stellt eine Gesamt-RNA dar, die Uber eine hydrophobe
Nylon-Membran des Ursprungs Hydrolon mit einem
Porendurchmesser von 1,2 um isoliert wurde.

Spur 3 stellt das Chromatogramm einer Gesamt-RNA dar, die Uber
eine Silica-Membran isoliert wurde.

Dabei wurden jeweils 50 pl der Gesamt-RNA Isolate analysiert.
Fig. 6 liefert -einen deutlichen Beleg dafur, daBl unter
Verwendung der Silica-Membran kein meBbarer Anteil an Gesamt-

RNA isoliert werden konnte.

Beispiel 2
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Isolierung freier RNA durch die Bindung der RNA an hydrophobe

Membranen mittels verschiedener Salz/Alkohol-Gemische

Bei diesem Beispiel werden Lysat und Waschlosung durch Anlegen
eines Vakuums iber die hydrophobe Membran gefdhrt.

In Plastiksidulen, die mit einer Vakuumkammer in Verbindung
stehen, werden hydrophobe Nylon-Membranen (beispielsweise
Hydrolon 1,2 um der Fa. Pall) analog Beispiel 1 eingebracht.
100 pl einer Gesamt-RNA enthaltenden w&fBrigen Losung werden
jeweils mit 350 pl eines kommerziell erhaltlichen Guanidinium-
Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers (beispielsweise Puffer
RLT der Fa. QIAGEN), 350 pl 1,2 M Natriumacetat-Losung, 350 nl
2 M Natriumchlorid-Lésung, 350 pl 4 M Lithiumchlorid-Ldsung
durch Auf- und Abpipettieren gemischt.

AnschlieRend werden jeweils 250 pl Ethanol zugegeben und
ebenfalls durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Die RNA-
haltigen Ldsungen werden danach in die Plastiksdulen
einpipettiert und durch Evakuierung der Vakuumkammer durch die
Membran gesaugt. Unter den beschriebenen Bedingungen bleibt
die RNA an den Membranen gebunden. Die Membranen werden

anschliefend - wie in Beispiel 1 beschrieben - gewaschen.

AbschlieBend wird die RNA - ebenfalls wie in Beispiel 1
beschrieben - von oben von der Membran mittels einer Pipette
entnommen.

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wurde durch photometrische
Messung der Lichtabsorption bei 260 nm ermittelt. Die Qualitat
der so gewonnenen RNA wird durch die photometrische Bestimmung
der Verhiltnisse der Lichtabsorption bei 260 nm zu der bei 280

nm bestimmt.
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Tabelle 2: Isolierung freier RNA durch die Bindung der RNA
an hydrophobe Membranen mittels verschiedener Salz/Alkohol-
Gemische
Nr. Salz/Alkohol-Gemisch Ausbeute an Gesamt-RNA (ug) | Es/Exo

I RLT-Puffer QILAGEN/35 %iges Ethanol 9,5 1.92

2 0,6 M Natriumacetat/35 %iges Ethanol 8.5 1,98

3 1 M Natriumchlorid/35 %iges Ethanol 7.9 1,90

4 2 M Lithiumchlorid/35 %iges Ethanol 4,0 2,01
Beispiel 3

Isolierung von Gesamt-RNA aus HeLa-Zellen

Entsprechend dem Beispiel 1 werden Plastiksédulen mit
verschiedenen hydrophoben Membranen hergestellt. Die so
vorbereitete Siaule wird in ein Collection Tube gesetzt, die
folgenden Isolierungsschritte werden mittels einer
zentrifugation durchgeflhrt.

Zur Isolierung werden 5x10° HeLa-Zellen durch Zentrifugation
pelletiert und der Uberstand abgenommen. Die Zellen werden
durch 2Zugabe von 150 pl eines handelsiblichen Guanidinium-
Isothiocyanat-Puffers - wie =z.B. RLT-Puffer der Fa. QIAGEN -
auf an sich aus dem Stand der Technik bekannte Weise lysiert.
Dabei wird die Lyse durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren
oder durch Vortexen ilber einen Zeitraum von 5 s unterstdtzt.
AnschlieBend werden 150 pl 70 %-iges Ethanol zugefigt und
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren oder durch Vortexen
liber einen Zeitraum von 5 s gemischt.

Das Lysat wird anschlieBend in die Plastiksdule pipettiert und

durch Zentrifugation bei
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10000 x g fir 1 Minute durch die Membran gefihrt. Anschliefbend

wird mit einem handelstblichen Guanidinium-Isothiocyanat-

haltigen Waschpuffer - beispielsweise mit dem Puffer RW1 der
Fa. QIAGEN - und danach mit einem zweiten Tris- und
alkoholhaltigen Waschpuffer - beispielsweise Puffer RPE der

Fa. QIAGEN - gewaschen. Dabei werden die Waschpuffer jewells
durch Zentrifugation durch die Membran gefihrt. Der letzte
Waschschritt wird bei 20000 x g fur 2 Minuten durchgefihrt, um
die Membran zu trocknen.

zur Elution werden 70 ul RNase-freies Wasser auf die Membran
pipettiert, um die gereinigte RNA von der Membran zu loOsen.
Nach einer Inkubation von 1 - 2 Minuten bei einer Temperatur
im Bereich von 10 - 30 °C wird das Eluat mittels einer Pipette
von oben von der Membran abpipettiert. Der Elutionsschritt
wird einmal wiederholt, um eine vollstidndige Elution zu
erreichen.

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschlieBend durch
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer
Wellenlange von 260 nm ermittelt. Die Qualit&dt der RNA wird
durch die photometrische Bestimmung des Verhdltnisses der
Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei 280 nm bestimmt.
Die Ergebnisse der Isolierungen mit den  verschiedenen
hydrophoben Membranen sind in der nachfolgenden Tabelle 3
aufgefithrt. Es werden 3 - 5 Parallelversuche pro Membran
durchgefithrt und jeweils der Mittelwert errechnet. Durch die
Verwendung einer Silica-Membran kann kein meBbarer Anteil an
Gesamt-RNA isoliert werden, wenn das Eluat durch eine Abnahme

von oben von der Membran gewonnen wird.

Tabelle 3: RNA-Ausbeute der nach Beispiel 3 1isolierten

Gesamt-RNA durch Bindung an hydrophobe Membranen
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Hersteller Membran Material RNA | EwEa

(1g)

Pall Hydrolon, 1,2 um hydrophobes Nylon 6.53 17
Pall Hydrolon, 3 pm hydrophobes Nylon 9.7% 1,72
Pall Fluoro Trans G hydrophobes Polyvinylidendifluorid 6,16 1,72
Pall Fluoro Trans W hydrophobes Polyvinylidendifiuorid 5.4 1.9
Pall Bio Trace hydrophobes Polyvinylidendifluorid 43 1,97
Pall Supor-450 PR hydrophobes Polyethersulfon 3.96 1,76
Pall V-800 R hydrophobes Acrylat-Copolymer 6.26 1,72
Pall Versapor - 1200R hydrophobes Acrylat-Copolymer 6.23 1,68
Pall Versapor - 3000R hydrophobes Acrylat-Copolymer 3,54 1,74
Gore-Tex OH 9335 hydrophobes Polytetrafluorethylen 1,59 1,72
Gore-Tex OH 9336 hydrophobes Polytetrafluorethylen 2,15 1,65
Gore-Tex OH 9337 hydrophobes Polytetrafluorethylen 3,6 1,59
Gore-Tex QH9316 hydrophobes Polytetrafluorethylen 3.61 1,69
Gore-Tex QH 9317 hydrophobes Polytetrafluorethylen 2,87 1,70
Millipore Mitex Membrane hydrophobes Polytetrafluorethylen 1.98 1,62
Millipore Durapore hydrophobes Polyvinylidendifiuorid 7.45 1,72
MSI Magna-SH. 1.2 um hydrophobes Nylon 4,92 1,69
MSI Magna-SH, 5§ um hydrophobes Nylon 10.2 1,71
MSI Magna-SH, 10 gm hydrophobes Nylon 7,36 1.76
MSI Magna-SH, 20 um hydrophobes Nylon 7,04 1,65
Sartorius Typ 118 hydrophobes Polytetrafluorethylen 7,6 1,61
Mupor PMI2A hydrophobes Polytetrafluorethylen 6,7 1,77
Mupor PM3VL hydrophobes Polytetrafluorethyien 6,6 1,77

Beispiel 3b

Isolierung von Gesamt-RNA aus Hela-Zellen durch Bindung an

hydrophile Membranen

Entsprechend dem Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit

verschiedenen hydrophilen Membranen hergestellt. Die so

vorbereitete Sdule wird in ein Collection Tube gesetzt, die

folgenden Isolierungsschritte werden mittels einer
Zentrifugation durchgefihrt.
Zur Isolierung werden 5x10° HelLa-Zellen eingesetzt. Die

folgenden Isolierungsschritte und die Elution der Nukleinsdure

werden wie in Beispiel 3 beschrieben durchgefihrt.
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Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschlieBend durch
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer
Wellenldnge von 260 nm ermittelt. Die Qualitdt der RNA wird
durch die photometrische Bestimmung des Verhdltnisses der
Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei 280 nm bestimmt.

Die Ergebnisse der Isolierungen mit den verschiedenen
hydrophilen Membranen sind in der nachfolgenden Tabelle 3b
aufgefihrt. Es werden 2 - 5 Parallelversuche pro Membran
durchgefiihrt und jeweils der Mittelwert errechnet. Durch die
Verwendung einer Silica-Membran kann kein mefbarer Anteil an
Gesamt-RNA isoliert werden, wenn das Eluat durch eine Abnahme

von oben von der Membran gewonnen wird.

Tabelle 3b: RNA-Ausbeute der nach Beispiel 3b 1isolierten
Gesamt-RNA durch Bindung an hydrophile Membranen

Hersteiler Membran Material RNA E2 6O/E280
' (1g)
Pali Loprodyne hydrophiles Nylon 3,1 1,8
Pall Loprodyne hydrophiles Nylon 3,1 1,78
Pall Biodyne A hydrophiles Nylon 3,1 1,8
Pall Biodyne A hydrophiles Nylon 3,6 1,83
Pall Biodyne B hydrophiles Nylon 2,6 1,84
Pall Biodyne B hydrophiles Nylon 4.2 1,84
Pall Biodyne C hydrophiles Nylon 6,1 1,88
Pall Biodyne C hydrophiles Nylon 52 1,91
Pall |Biodyne plus hydrophiles Nylon 3,3 1,87
Pall I.C.E.-450 hydrophiles Polyethersuifon 6,36 1,8
Pall I.C.E.-450sup hydrophiles Polyethersulfon 3,07 1,71
Pall Supor - 800 hydrophiles Polyethersulfon 4,12 1,7
Pall Supor - 450 hydrophiles Polyethersulfon 4,69 1,69
Pall Supor - 100 hydrophiles Polyethersulfon 3,25 1,71
Pall Hemasep V hydrophiles Polyester 4,16 1,74
Pall Hemasep L hydrophiles Polyester 6,67 1,65
Pall Leukosorb hydrophiles Polyester 1,5 1,84
Pall Premium Release  |hydrophile Polyestermembran 1,66 1,63
Pall Polypro - 450 hydrophiles Polypropylen 5,09 1,78
Gore-Tex OH 9339 hydrophiles Polytetrafluorethylen 1,08 1,65
Gore-Tex OH 9338 hydrophiles Polytetrafluorethyien 3,97 1,67
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Gore-Tex QH 9318 hydrophiles Polytetrafluorethylen 3,61 1.69
Millipore Durapore hydrophilisiertes Polyvinylidendifluorid 5.6 1,69
Millipore Durapore hydrophilisiertes Polyvinylidendifluorid 3,12 1,68
Millipore LCR hydrophilisiertes Polytetrafluorethylen 3,14 1,66
Sartorius Typ 250 hydrophiles Polyamid 43 1,66
Sartorius Typ 113 hydrophiles Cellulose-Nitrat 1.8 1,86
Sartorius Typ 113 - hydrophiles Cellulose-Nitrat 1,9 1,74
Infiltec Polycon, 0.01 hydrophiles Polycarbonat 0,17 1,64
Infiltec Polycon, 0.1 hydrophiles Polycarbonat 0,73 1,68
Infiltec Polycon, | hydrophiles Polycarbonat 3,33 1,86

Beispiel 4

Isolierung freier RNA aus waBriger Ld&sung

Entsprechend dem Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit
verschiedenen hydrophoben Membranen hergestellt.

100 pl einer Gesamt-RNA enthaltenden wéaBrigen LOsung werden
mit 350 pl eines kommerziell erh&dltlichen Guanidinium-
Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers - z.B. RLT-Puffer der
Fa. OQIAGEN - vermischt. AnschlieBend werden 250 nul Ethanol
zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Dieses
Gemisch wird dann auf die Siule aufgetragen und durch
Zentrifugation (10000 x g; 1 Minute) durch die Membran
gefiihrt. Die Membranen werden anschlieBend zweimal mit einem
Puffer - z.B. RPE der Fa. QIAGEN - gewaschen. Der Puffer wird
jeweils durch Zentrifugation durch die Membranen gefihrt. Der
letzte Waschschritt wird bei 20000 x g durchgefitihrt, um die
Membranen zu trocknen.

Abschliefend wird die RNA wie Dbereits im Beispiel 1
beschrieben mit RNase-freiem Wasser eluiert und mittels einer
Pipette von der Membran von oben abgenommen.

Die Menge an 1isolierter Gesamt-RNA wird anschliefiend durch

photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer
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Durch die

Verwendung einer Silica-Membran kann kein mefBbarer Anteil an

Gesamt-RNA 1isoliert werden,

wenn das Eluat durch eine Abnahme

von oben von der Membran gewonnen wird.

Tabelle 4:

Isolierung freier RNA aus waBriger Lo&sung durch

Bindung an hydrophobe Membranen

Hersteller Membran Material RNA | Ew/Ex
(Hg)
Pall Hydrolon, 1,2 um hydrophobes Nylon 5,15 1,75
Pall Hydrolon, 3 pm hydrophobes Nylon 0,22 1,79
Pall Fluoro Trans G hydrophobes Polyvinylidendifluorid 5.83 1,79
Pall Fluoro Trans W hydrophobes Polyvinylidendifluorid 54 1,84
Pall Bio Trace hydrophobes Polyvinylidendifluorid 4 1,79
Pall Emflon hydrophobes Polytetrafluorethylen 0,2 1,7
Pall Supor-450 PR hydrophobes Polyethersulfon 5,97 1,71
Pall Supor-200 PR hydrophobes Polyethersulfon 2,83 1,66
Pall V-800 R hydrophobes Acrylat-Copolymer 2,74 1,77
Gore-Tex OH 9335 hydrophobes Polytetrafluorethylen 4,35 1,63
Gore-Tex OH 9336 hydrophobes Polytetrafluorethylen 7.43 1,71
Gore-Tex . |OH 9337 hydrophobes Polytetrafluorethylen 5,96 1,62
Gore-Tex QH 9316 hydrophobes Polytetrafluorethylen 592 1,67
Gore-Tex QH 9317 hydrophobes Polytetrafluorethylen 8,7 1,66
Millipore Fluoropore hydrophobes Polytetrafluorethylen 8,46 1,70
Millipore Durapore, 0,65 pm hydrophobes Polyvinylidendifluorid 4,23 1,8
MSI Magna-SH, 1,2 um hydrophobes Nylon 1,82 1,76
MSI Magna SH, 5 um hydrophobes Nylon 0,6 1,78
Sartorius Typ 118 hydrophobes Polytetrafluorethylen 0.9 1,82
Sartorius Typ 118 hydrophobes Polytetrafluorethylen 5.4 1,74
Mupor PMI2A hydrophobes Polytetrafluorethylen 1,1 1,98
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Beispiel 4b

Isolierung freier RNA aus wdfBriger Losung durch Bindung an

hydrophile Membranen

Entsprechend dem  Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit
verschiedenen hydrophilen Membranen hergestellt.

100 ul einer Gesamt-RNA enthaltenden wdfrigen Losung werden
mit 350 pl eines kommerziell erhdltlichen Guanidinium-
Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers - z.B. RLT-Puffer der
Fa. QIAGEN - vermischt. AnschlieBend werden 250 pl Ethanol
zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Dieses
Gemisch wird dann auf die S&ule aufgetragen und entsprechend
Beispiel 4 durch die Membran gefihrt, gewaschen  und
getrocknet.

AbschlieBend wird die RNA wie bereits im Beispiel 1
beschrieben mit RNase-freiem Wasser eluiert und mittels einer
Pipette von der Membran abgenommen.

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschliefend durch
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer
Wellenldnge von 260 nm ermittelt und die Qualit&t der RNA
durch die photometrische Bestimmung des Verhdltnisses der
Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei 280 nm bestimmt.
Die Ergebnisse der Isolierungen mit den verschiedenen
hydrophilen Membranen sind in der nachfolgenden Tabelle 4b
aufgefithrt. Es werden 2 - 5 Parallelversuche pro Membran
durchgefiihrt und jeweils der Mittelwert errechnet. Durch die
Verwendung einer Silica-Membran kann kein meBbarer Anteil an
Gesamt-RNA isoliert werden, wenn das Eluat durch eine Abnahme

von oben von der Membran gewonnen wird.
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Tabelle 4b: Isolierung freier RNA aus waBriger Losung durch

Bindung an hydrophile Membranen

Hersteller Membran Material RNA E.¢o/Easo
(1g)

Pall Loprodyne hydrophiles Nylon 2 1.8
Pall Loprodyne hvdrophiles Nylon 1,4 1,87
Pall Biodyne A hydrophiles Nylon 4,5 1,93
Pall Biodyne A hydrophiles Nylon 3,1 1,9
Pall Biodyne B hydrophiles Nylon 1,7 1,94
Pall Biodyne B hydrophiles Nylon 1,2 1,94
Pall Biodyne C hydrophiles Nylon 3,7 1,93
Pall Biodyne C hydrophiles Nylon 3,6t | 193
Pall Biodyne plus hydrophiles Nylon 1,1 1,87
Pall I.C.E.-450 hydrophiles Polyethersulfon 1,92 1,82
Pall I.C.E.-450sup hydrophiles Polyethersulfon 0,87 1,67
Pall Supor - 800 hydrophiles Polyethersulfon 3,93 1,74
Pall Supor - 450 hydrophiles Polyethersulfon 1,78 1,74
Pall Supor - 100 hydrophiles Polyethersulfon 1,04 1,68
Pall Hemasep V hydrophiles Polyester 4 1,79
Pall Hemasep L hydrophiles Polyester 0,47 2,1
Pall Polypro - 450 hydrophiles Polypropylen 5,09 1,78
Gore-Tex OH 9339 hydrophiles Polytetrafluorethylen 0,43 1,48
Gore-Tex OH 9338 hydrophiles Polytetrafluorethylen 3,63 1,64
Gore-Tex QH 9318 hydrophiles Polytetrafluorethylen 5,92 1,67
Millipore Durapore hydrophilisiertes Polyvinylidendifluorid 1,18 1,79
Millipore LCR hydrophilisiertes Polytetrafluorethylen 2,84 1,72
Sartorius Typ 250 hydrophiles Polyamid 2,7 1,7
Sartorius Typ 111 hydrophiles Cellulose-Acetat 1,6 1,85
Sartorius Typ 111 hydrophiles Cellulose-Acetat 2.2 2,1
Sartorius Typ 111 hydrophiles Cellulose-Acetat 0,3 2,01
Sartorius Typ 113 hydrophiles Cellulose-Nitrat 4 1,88
Sartorius |Typ 113 hydrophiles Cellulose-Nitrat 38 1,87
Beispiel 5

Isolierung von Gesamt-RNA aus HelLa-Zellen in Abh&dngigkeit von

der Porengrofe der Membran
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Entsprechend dem Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit
verschiedenen hydrophoben Membranen unterschiedlicher
Porengrdfe hergestellt.

Nach Beispiel 3 wird ein Zell-Lysat aus 5x10° HeLa-Zellen
hergestellt und Uber die S&dulen gefihrt. Anschliefend werden
die Membranen mit den kommerziell erhdltlichen Puffern RW1 und
RPE der Fa. QIAGEN mittels Zentrifugation gewaschen. Der
letzte Zentrifugationsschritt wird bei 20000 x g fir 2 Minuten
durchgefihrt, um die Membranen zu trocknen. Die Elution wird
wie in Beispiel 1 beschrieben durchgefihrt.

Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle 5 aufgefihrt.
Es werden 3 - 5 Parallelversuche pro Membran durchgefihrt und

jeweils der Mittelwert errechnet.

Tabelle 5: RNA-Ausbeute der isolierten Gesamt-RNA durch

Bindung an hydrophobe Membranen unterschiedlicher

Porengrobe
Hersteller Membran Material Porengr.] RNA E2 60/E280
(Lm) (ug)

Infiltec Polycon 0,01 hydrophiles Polycarbonat 0,01 0,17 1,64
Pall Fluoro Trans G |hydrophobes Polyvinylidendifluorid 0,2 6,16 1,72
Pall Supor-450 PR |hydrophobes Polyethersulfon 0,45 3,96 1,76
Millipore Durapore hydrophobes Polyvinylidendifluorid 0,65 7,45 1,72
MSI Magna-SH hydrophobes Nylon 1,2 4,92 1,69
MSI Magna-SH hydrophobes Nylon 5 10,2 1,71
MSI Magna-SH hydrophobes Nylon 10 7,36 1,76
MSI Magna-SH hydrophobes Nylon 20 7,04 1,65
Beispiel 6

Stabilitdt und Qualitdt isolierter Gesamt-RNA aus Hela-Zellen
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Entsprechend dem Reispiel 1 werden Plastiksdulen mit einer
kommerziell erhdltlichen Membran (Fa. Pall, Hydrolon der
PorengroBe 3 um) hergestellt.

Nach Beispiel 3 wird ein Zell-Lysat aus 5x10° HeLa-Zellen
hergestellt und Uber die S&ulen gefuhrt. Anschliellend werden
die Membranen mit den kommerziell erh&dltlichen Puffern RW1 und
RPE der Fa. QIAGEN mittels Zentrifugation gewaschen. Der
letzte Zentrifugationsschritt wird bei 20000 x g fir 2 Minuten
durchgefihrt, um die Membranen zu trocknen. Die Elution wird
wie in Beispiel 1 beschrieben durchgefihrt.

Die isolierte Gesamt-RNA wird fur 16 Stunden bei 37 °C
inkubiert und anschliefend auf ein nicht denaturierendes
Agarosegel aufgetragen und analysiert. Es zeigte sich, daB die
RNA keiner Degradation unterlag. Die mit der oben
beschriebenen Methode isolierte RNA zeligt keine
Verunreinigungen mit Nukleinsdure abbauenden Enzymen und hat

somit eine hohe Qualitat.

Beispiel 7

Isolierung freier RNA aus waBriger Losung durch Bindung an

eine hydrophile Membran in einer 96-Well-Platte

Es wird eine 96-Well-Platte mit einer hydrophilen
Polyvinylidendifluorid Membran (Durapore, 0,65 um der Fa.
Millipore) verwendet.

5,3 ml einer Gesamt-RNA enthaltenden wédbrigen Losung werden
mit 18,4 ml eines kommerziell erh&ltlichen Guanidinium-
Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers - z.B. RLT-Puffer der
Fa. QIAGEN - vermischt. AnschlieBend werden 13,1 ml Ethanol

zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Pro Well
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werden 350 pl dieses Gemisches aufgetragen und durch Anlegen
eines Vakuums durch die Membran gefihrt. Die Membranen werden
anschlieBend zweimal mit einem Puffer -~ z.B. RPE der Fa.
QIAGEN - gewaschen. Der Puffer wird jeweils durch das Anlegen
eines Vakuums durch die Membranen gefithrt. Nach dem letzten
Waschschritt wird die Platte einmal auf einem Papiertuch
abgetupft und anschliefend fidr 5 Minuten durch Anlegen eines
Vakuums getrocknet.

AbschlieBend wird die RNA wie Dbereits im Beispiel 1
beschrieben mit RNase-freiem Wasser eluiert und mittels einer
Pipette von der Membran abgenommen.

Die Menge an 1solierter Gesamt-RNA wird anschliefend durch
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer
Wellenldnge von 260 nm ermittelt und der Mittelwert sowie die
Standardabweichung fur die gesamte Platte Dberechnet. Der
Mittelwert betrdgt 8,4 pg mit einer Standardabweichung von 0,7

Hg.

Beispiel 8

Isolierung von Gesamt-RNA mittels Kapillarkréfte

Es wird eine 96-Well-Platte mit einer hydrophilen
Polyvinylidendifluorid Membran (Durapore, 0,65 um der Fa.

Millipore) verwendet.

33 pl einer Gesamt-RNA enthaltenden wé&Rrigen Losung werden mit

110 nl eines kommerziell erhaltlichen Guanidinium-
Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers - z.B. RLT-Puffer der
Fa. QIAGEN - vermischt. Anschliefend werden 78 pl Ethanol

zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Pro Well

werden 45 pl dieses Gemisches aufgetragen. Ein saugstarker



WO 00/24927 PCT/EP99/02664
60

Haushaltsschwamm wird mit Wasser befeuchtet und die 96-Well-
Platte mit der Membranunterseite auf den Schwamm gesetzt. Das
RNA-Gemisch wird mittels Kapillarkrdfte durch die Membran
gefitlhrt. Die Membranen werden anschliefend zweimal mit einem
Puffer - z.B. RPE der Fa. QIAGEN - gewaschen. Der Puffer wird
ebenfalls durch Aufsetzen der Platte auf den Schwamm durch die
Membran gefihrt. Nach dem letzten Waschschritt wird die Platte
fir 5 Minuten an der Luft getrocknet.

AbschlieBend wird die RNA wie Dbereits im Beispiel 1
beschrieben mit RNase-freiem Wasser eluiert und mittels einer
Pipette von der Membran abgenommen.

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschlieBend durch
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer
Wellenldnge von 260 nm ermittelt und der Mittelwert sowie die
Standardabweichung fir die gesamte Platte berechnet. Der
Mittelwert betrdgt 5,9 pg mit einer Standardabweichung von 0,7
Hg.

Beispiel 9

Isolierung von genomischer DNA aus wédRBriger Ldsung mittels

eines Guanidinium-Hydrochlorid-haltigen Puffers

Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit hydrophoben
Membranen (beispielsweise Magna-SH, 5 pm der Fa. MSI)
hergestellt. Die Durchfihrung der Aufreinigung wird mit
handelsiiblichen Puffern der Fa. QIAGEN durchgefdhrt.

200 pl einer wé&Brigen Losung genomischer DNA aus Lebergewebe
werden in PBS-Puffer hergestellt. Zu dieser Losung werden 200
pl eines Guanidinium-Hydrochlorid-haltigen Puffers - z.B. AL

der Fa. QIAGEN - gegeben und vermischt. Anschlielend werden
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210 pl Ethanol zugegeben und durch Vortexen vermischt. Das
Gemisch wird entsprechend Beispiel 3 auf die S&ule gegeben und
durch Zentrifugation durch die Membran gefihrt. Die Membran
wird anschliefend mit einem alkoholhaltigen Puffer - z.B. AW
der Fa. QIAGEN - gewaschen und getrocknet. Die Elution wird
wie in Beispiel 1 beschrieben durchgefihrt. Es werden drei
Parallelversuche durchgefihrt und der Mittelwert errechnet.

Die Menge an isolierterx DNA wird anschlieBend durch
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer

Wellenldange von 260 nm ermittelt und betrdgt ca. 30 der

oo

Ausgangsmenge. Das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm zu

derjenigen bei 280 nm betrdgt 1,82.

Beispiel 10

Isolierung von genomischer DNA aus w&Blriger Lésung durch
Bindung an hydrophobe Membranen mittels eines Guanidinium-

Isothiocyanat enthaltenden Puffers.

Entsprechend dem Beispiel 1 werden Plastiks&ulen mit
verschiedenen Membranen hergestellt.

100 pl einer Gesamt-DNA enthaltenden w&Brigen Lésung werden
mit 350 .ul eines Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden
Lysepuffers (4 M GITC, 0,1 M MgSOs, 25 mM Na-Citrate, pH 4)
vermischt. Anschliefend werden 250 pl Ethanol =zugegeben und
durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Dieses Gemisch wird
dann auf die Saule aufgetragen und durch Zentrifugation (10000
x g; 1 Minute) durch die Membran gefithrt. Die Membranen werden
anschliefend zweimal mit einem Puffer - z.B. RPE der Fa.
QIAGEN - gewaschen. Der Puffer wird jewelils durch

Zentrifugation durch die Membranen gefihrt. Der letzte
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Waschschritt wird bei 20000 x g durchgefihrt, um die Membranen
zu trocknen. Die Elution wird wie in Beispiel 1 durchgefthrt.
Es werden 3 Parallelversuche pro Membran durchgefihrt und
jeweils der Mittelwert errechnet.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 aufgefihrt.

Tabelle 6: DNA-Ausbeute aus wialriger Losung durch Bindung

an hydrophobe Membranen

Hersteller Membran Material DNA (ng)
Pall Hydrolon, 1.2 um hydrophobes Nylon 1,3
Palil Supor-450 PR hydrophobes Polyethersulfon 22
Millipore Fluoropore hydrophobes Polytetrafluorethylen 1,1
Millipore Durapore hydrophobes Polyvinylidendifluorid 1,2

Beispiel 11

Isolierung von genomischer DNA aus Gewebe

Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit hydrophoben
Membranen (beispielsweise Magna-SH, 5 um der Fa. MS3I)
hergestellt. Die Durchfithrung der Aufreinigung wird mit
handelstblichen Puffern der Fa. QIAGEN durchgefihrt.

10 mg Nierengewebe (Maus) werden mit 180 pl Puffer ATL
versetzt uﬁd durch einen mechanischen Homogenisator zermahlen.
AnschlieBend wird Proteinase K (ca. 0,4 mg geldést in 20 ul
Wasser) zum Ansatz gegeben und bei 55 °C fir 10 Minuten
inkubiert. Nach Zusatz von 200 nl eines Guanidinium-
Hydrochlorid-haltigen Puffers - z.B. AL der Firma QIAGEN -
Mischen und einer 10 minitigen Inkubation bei 70 °C werden 200
pnl Ethanol unter den Ansatz gemischt. Dieses Gemisch wird auf
die Sdule gegeben und durch Zentrifugation idber die Membran

gefihrt. Die Membran wird mit alkohcolhaltigen Puffern - =z.B.



WO 00/24927 PCT/EP99/02664
63

AWl und AWZ2 der Fa. QIAGEN - gewaschen und anschlieRend durch
Zentrifugation getrocknet. Die Elution wird wilie in Beispiel 1
beschrieben durchgefihrt. Es werden drei Parallelversuche
durchgefithrt und der Mittelwert errechnet.

Die Menge an isolierter DNA wird anschliefend durch
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer
Wellenldnge von 260 nm ermittelt und betrdgt im Durchschnitt
9,77 ng. Das Verhdltnis der Absorption bei 260 nm =zu
derjenigen bei 280 nm betragt 1,74.

Beispiel 12

Isolierung von genomischer DNA aus Blut

Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit hydrophoben
Membranen (beispielsweise Magna-SH, 5 uym der Fa. MSI)
hergestellt. Die Durchfihrung der Aufreinigung wird mit
handelsiblichen Puffern der Fa. QIAGEN durchgefihrt.

200 pl Blut werden mit 200 pl AL und 20 pl QIAGEN Protease
versetzt, griundlich durchmischt und 10 Minuten bei 56 °C
inkubiert. Nach Zusatz wvon 200 pl Ethanol wird der Ansatz
gemischt, auf die Sdule gegeben und durch Zentrifugation uber
die Membran gefihrt. Die Membran wird mit alkoholhaltigen
Puffern - z.B. AWl und AW2 der Fa. QIAGEN - gewaschen und
anschlieBend durch Zentrifugation getrocknet. Die Elution wird
wie in Beispiel 1 beschrieben durchgefihrt.

Die Menge: an isolierter DNA wird anschlieflend durch
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer
Wellenldnge von 260 nm ermittelt und betrdgt 1,03 pg. Das
Verhdltnis der Absorption bei 260 nm zu derjenigen bei 280 nm

betragt 1,7.
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Beispiel 13

Isolierung von Gesamt-RNA aus einem RNA-DNA-Gemisch

Entsprechend dem Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit
hydrophoben Membranen (beispielsweise Hydrolon 1,2 pm der Fa.
Pall) hergestellt.

275 nl einer Gesamt-RNA und genomische DNA enthaltenden
waBrigen Losung werden mit 175 pl  eines kommerziell
erhdltlichen Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden
Lysepuffers - z.B. RLT-Puffer der Fa. QIAGEN - vermischt.
AnschlieBend werden 250 pl Ethanol zugegeben und durch Auf-
und Abpipettieren gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf die
Saule aufgetragen und entsprechend Beispiel 4 durch die
Membran gefihrt, gewaschen und getrocknet. Der Durchbruch aus
dem ersten Zentrifugationsschritt wird auf eine kommerziell
erhdltliche Mini-Spin-Sdule (beispielsweise QIAamp Mini-Spin-
Saule der Fa. QIAGEN) aufgetragen und durch Zentrifugation
durch die Membran gebracht. Die weiteren Waschschritte werden
wie in Beispiel 4 durchgefihrt.

AbschlieBend werden die Nukleinsduren mit 140 pl RNase-freiem
Wasser mittels einer Zentrifugation (10000 x g, 1 Minute)
eluiert und in einem nicht denaturierenden Agarosegel
analysiert (Fig. 7). Mit der hier beschriebenen Methode 1aft
sich die Gesamt-RNA von der genomischen DNA weitgehend

trennen.

Fig. 7 zelgt ein Ethidiumbromid-gefdrbtes Gel einer

elektrophoretischen Auftrennung zweier verschiedener Eluate.
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Spur 1: Isclierung von total RNA mittels einer hydrophoben
Nylonmembran;
Spur 2: Isolierung von genomischer DNA aus dem Durchbruch

mittels einer QIARamp Mini-Spin-S&dule der Fa. QIAGEN.

Beispiel 14

Isolierung von Plasmid-DNA aus wdbriger Losung durch Bindung

an hydrophobe und hydrophile Membranen

Entsprechend dem  Beispiel 1 werden Plastiks&dulen mit
verschiedenen Membranen hergestellt.

100 pl einer Plasmid enthaltenden waBrigen Loésung (pCMV_ der
Fa. Clontech) werden mit 350 Bl eines Guanidinium-
Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers (4 M GITC, 0,1 M MgSOq,
25 mM Natrium-Acetat, pH 4) vermischt. Anschlieflend werden 250
nl Isopropanol zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren
gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf die S&dule aufgetragen
und entsprechend Beispiel 4 durch die . Membran gefuhrt,
gewaschen und getrocknet.

AbschlieBend wird die Plasmid-DNA wie bereits im Beispiel 1
beschrieben mit RNase-freiem Wasser eluiert und mittels einer
Pipette von der Membran abgenommen.

Die Menge an isolierter Plasmid-DNA wird anschlieBend durch
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer
Wellenldnge von 260 nm ermittelt.

Die Ergebnisse der Isolierungen mit den verschiedenen
Membranen sind 1in der nachfolgenden Tabelle aufgefihrt. Es
werden 3 Parallelversuche pro Membran durchgefihrt und jeweils

der Mittelwert errechnet.
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Tabelle 7: Plasmid-DNA-Ausbeute aus walriger L&sung durch

Bindung an Membranen

Hersteller Membran Material Plasmid-DNA
(ug)
Pall Hydrolon, 1.2 um hydrophobes Nylon 1,9
Pall Fluoro Trans G hydrophobes Polyvinylidendifluorid 2.2
Pall I.C.E.-450 hydrophiles Polyethersulfon 0,8
Pall [.C.E.-450sup hydrophiles Polyethersulfon 1,5
Pall Supor-450 PR hydrophobes Polyethersulfon 4,7
Pall Supor-200 PR hydrophobes Polyethersulfon 4
Pall Supor-800 hydrophiles Polyethersulfon 0.5
Pall Supor-450 hydrophiles Polyethersulfon 0.9
Pall Supor-100 hydrophiles Polyethersulfon 1
Pall V-800 R hydrophobes Acrylat-Copolymer 1.5
Pall Versapore - 1200R hydrophobes Acrylat-Copolymer 0,2
Pall Polypro - 450 hydrophiles Polypropylen 1,4
Gore-Tex QH 9318 hydrophiles Polytetrafluorethylen 4.9
Gore-Tex OH 9335 hydrophobes Polytetrafluorethylen 43
Millipore Durapore, 0,65 um hydrophilisiertes Polyvinylidendifluorid 1.8
Millipore Durapore, 0,65 um hydrophobes Polyvinylidendifluorid 1,7
MSI Magna-SH, 1,2 um hydrophobes Nylon 1,1

Beispiel 15

Immobilisierung von Gesamt-RNA aus wabriger L&sung mittels

unterschiedlicher chaotroper Agenzien

Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit hydrophoben
Membranen hergestellt.

Jeweils 100 pl einer Gesamt-RNA enthaltenden w&Rrigen Ldsung
werden mit 350 pl verschiedener Lysepuffer, die Guanidinium-
Isothiocyanat (GITC) bzw. Guanidinium-Hydrochlorid (GuHCl) in
unterschiedlichen Konzentrationen enthalten, vermischt.
AnschlieBend werden 250 pl Ethanol zugegeben und durch Auf-
und Abpipettieren gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf die

Sdule aufgetragen und durch Zentrifugation (10000 x gqg; 1
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Minute) durch die Membran gefihrt. Die Membranen werden
anschlieBend zweimal mit einem alkoholhaltigen Puffer - z.B.

RPE der Fa. QIAGEN - gewaschen. Der Puffer wird jeweils durch
Zentrifugation durch die Membran gefihrt. Der letzte
Waschschritt wird bei 20000 x g durchgefiihrt, um die Membran
zu trocknen. Die Elution wird wie in Beispiel 1 durchgefihrt.
Es werden Doppelbestimmungen durchgefihrt wund Jjeweils der
Mittelwert angegeben.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 aufgefihrt.

Tabelle 8: RNA-Ausbeute aus waRlriger Losung mittels
chaotroper Agenzien

Membran chaotropes Agens und Konzentration im | Ausbeute an Gesamt-RNA (pg)

Bindeansatz

Hydrolon, 1,2 um GITC, 500 mM 23

Hydrolon, 1,2 um GITC, 1M 0,8

Hydrolon, 1,2 pm GITC,3 M 0,9

Fluoro Trans G GITC, 500 mM 0,4

Fluoro Trans G GITC, I M 1,25

Fluoro Trans G GITC,3 M 0,6

Hydrolon, 1,2 um GuHCI, 500 mM 2,6

Hydrolon, 1,2 pm GuHCl, I M 6,7

Hydrolon, 1,2 pm GuHC!, 3 M 2.9

Fluoro Trans G GuHC, 500 mM 0,4

Fluoro Trans G GuHCI, I M 1,25

Fluoro Trans G GuHCl, 3 M 0,6

Beispiel 16

Immobilisierung von Gesamt-RNA waBriger Losung mittels

unterschiedlicher Alkohole

Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit hydrophoben

Membranen hergestellt.



WO 00/24927

PCT/EP99/02664

100 pl einer Gesamt-RNA enthaltenden wabrigen Losung werden

mit 350

Lysepuffers
unterschiedliche Mengen an Ethanol bzw.

und mit RNase-freiem

eines

(Konzentration 4 M)

vermischt.

Wasser

Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden

AnschlieBend werden

Isopropanol zugegeben

pl  aufgeftillt und

gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf die S&ule aufgetragen

und entsprechend Beispiel 4

gewaschen.

Doppelbestimmungen

angegeben.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 aufgefihrt.

Tabelle 9:

durchgefihrt

RNA-Ausbeute

durch die Membran gefihrt und
Die Elution erfolgte wie in Beispiel 1. Es werden

jewells der Mittelwert

wallriger Losung mit

unterschiedlichen Alkoholen im Bindeansatz

Membran

Alkohol und Konzentration im

Bindeansatz

Ausbeute an Gesamt-RNA (ng)

Hydrolon, 1,2 um

Ethanol, 5 %

0,7

Hydrolon, 1,2 um

Ethanol, 30 %

2,85

Hydrolon, 1,2 um

Ethanol, 50 %

4,5

Durapore, 0,65 pm

Ethanol, 5 %

0,4

Durapore, 0,65 um

Ethanol, 30 %

1,25

Durapore, 0,65 um

Ethanol, 50 %

0,6

Hydrolon, 1,2 um

Isopropanol, 5 %

0,35

Hydrolon, 1,2 um

Isopropanol, 30 %

4,35

Hydrolon, 1,2 um

Isopropanol, 50 %

3,2

Durapore, 0,65 pm

Isopropanol, 10 %

1,35

Durapore, 0,65 um-

Isopropanol, 30 %

4,1

Durapore, 0,65 um

Isopropanol, 50 %

3,5

Beispiel 17

Immobilisierung

von

unterschiedlichen pH-Werten

Gesamt-RNA

walriger Losung mit
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Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit hydropnoben
Membranen hergestellt.

100 pl einer Gesamt-RNA enthaltenden wédBrigen Ldsung werden
mit 350 pl eines Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden
Lysepuffers (Konzentration 4 M) vermischt. Der Puffer enthalt
25 mM Natrium-Citrat und wird auf unterschiedliche pH-Werte
mittels HCl bzw. NaOH eingestellt. Anschliefend werden 250 pl
Ethanol zugegeben und gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf
die S&ule aufgetragen und entsprechend Beispiel 4 durch die
Membran gefiihrt und gewaschen. Die Elution erfolgte wie in
Beispiel 1. Es werden Doppelbestimmungen durchgefihrt und
jeweils der Mittelwert angegeben.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 10 aufgefuhrt.

Tabelle 10: RNA-Ausbeute aus walriger Losung mit

unterschiedlichen pH-Werten im Bindeansatz

Membran pH-Wert im Bindeansatz Ausbeute an Gesamt-RNA (ug)
Hydrolon, 1,2 um pH3 0,15
Hydrolon, 1,2 um pH 9 1,6
Hydrolon, 1,2 um pH 11 0,05
Fluoro Trans G pH 1 0,45
Fluoro Trans G pHY 2,85
Fluoro Trans G pH 11 0,25

Beispiel 18

Immobilisierung von Gesamt-RNA aus wdfriger Loésung mittels

unterschiedlicher Salze

Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit einer
hydrophoben Membran hergestellt.
100 pl einer Gesamt-RNA enthaltenden wiRrigen Losung werden

mit 350 pl eines salzhaltigen Lysepuffers (NaCl, KCl, MgSO,)



WO 00/24927

vermischt.

zugegeben und gemischt.

aufgetragen

gefihrt, gewaschen und eluiert.

70

AnschlieBend werden 250

entsprechend Beispiel

PCT/EP99/02664

H,O oder Ethanol

Dieses Gemisch wird dann auf die Saule

durch die Membran

Es werden Doppelbestimmungen

durchgefihrt und jeweils der Mittelwert angegeben.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 aufgefihrt.

Tabelle 11:

RNA-Ausbeute aus

waBriger Losung mit

verschiedenen Salzen im Bindeansatz

Membran Salz-Konzentration im Bindeansatz Ausbeute an Gesamt-RNA (ug)
Hydrolon, 1,2 pm NaCl, 100 mM: ohne Ethanol 0,1
Hydrolon, 1,2 um NaCl, 1 M; ohne Ethanol 0,15
Hydrolon, 1,2 um NaCl, 5 M; ohne Ethanol 0,3
Hydrolon, 1,2 um KCl, 10 mM; ohne Ethanol 0,2
Hydrolon, 1,2 um KCl, 1 M; ohne Ethanol 0,1
Hydrolon, 1,2 pm KCl, 3 M; ohne Ethanol 0,25
Hydrolon, 1,2 um MgSO,, 100 mM; ohne Ethanol 0,05
Hydrolon, 1,2 um MgSO,, 750 mM; ohne Ethanol 0,15
Hydrolon, 1,2 pm MgSO,, 2 M; ohne Ethanol 0,48
Hydrolon, 1,2 pm NaCl, 500 mM; mit Ethanol 2,1
Hydrolon, 1,2 um NaCl, I M; mit Ethanol 1,55
Hydrolon, 1,2 pm NaCl, 2,5 M; mit Ethanol 1,35
Hydrolon, 1,2 pm KCl, 500 mM; mit Ethanol 1,6
Hydrolon, 1,2 um KCl, I M; mii Ethanol 2,1
Hydrolon, 1,2 um KCl, 1,5 M; mit Ethanol 3,5
Hydroion, 1.2 um MgSO,, 10 mM: mit Ethanol 1,9
Hydrolon, 1,2 pm MgSO,, 100 mM; mit Ethanol 4,6
Hydrolon, 1,2 um MgSO,, 500 M; mit Ethanol 2

Beispiel 19

Immobilisierung wvon Gesamt-RNA aus wéBriger Ldsung mittels

unterschiedlicher Pufferbedingungen

Entsprechend Beispiel

Membranen hergestellt.

1 werden Plastiks&dulen mit hydrophoben
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100 pl einer Gesamt-RNA enthaltenden waRrigen Losung werden

mit 350

Lysepuffers

eines

(Konzentration 2,5 M)

Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden

vermischt. Der Lysepuffer

wird mit verschiedenen Konzentrationen an Natrium-Citrat, pH

7, bzw. Natrium-Oxalat, pH 7,2 versetzt.
250 pl Ethanol
dann auf die S&aule
durch die Membran gefihrt,

Die Ergebnisse

zugegeben und gemischt.

aufgetragen

sind 1in Tabelle

Anschliefend werden

Dieses Gemisch wird
und entsprechend Beispiel 4
gewaschen und eluiert.

aufgefihrt. Es werden

Doppelbestimmungen durchgefihrt jewells der Mittelwert
angegeben.
Tabelle 12: RNA-Ausbeute waBriger Losung mit

verschiedenen Pufferkonzentrationen im Bindeansatz

Membran Na-Citrat/Na-Oxalat im Lysepuffer Ausbeute an Gesamt-RNA (ug)
Hydrolon, 1,2 um Na-Citrat, 10 mM 22
Hydrolon, 1,2 um Na-Citrat, 100 mM 2,4
Hydrolon, 1,2 um Na-Citrat, 500 mM 3,55
Supor-450 PR Na-Citrat, 10 mM 1,1
Supor-450 PR Na-Citrat, 100 mM 1,15
Supor-450 PR Na-Citrat, 500 mM 0,2
Hydrolon, 1,2 um Na-Oxalat, 1 mM 1,5
Hydrolon, 1,2 um Na-Oxalat, 25 mM 1,05
Hydrolon, 1,2 um Na-Oxalat, 50 mM 0,9
Supor-450 PR Na-Oxalat, | mM 1,9
Supor-450 PR Na-Oxalat, 25 mM 1,3
Supor-450 PR Na-Oxalat, 50 mM 1,7

Beispiel 20

Immobilisierung von Gesamt-DNA aus walriger Losung mittels

unterschiedlicher Puffersubstanzen
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Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit hydrophoben
Membranen (beispielsweise Hydrolon 1,2 um der Fa. Pall)
hergestellt.

100 pl einer Gesamt-DNA enthaltenden wéRrigen Loésung werden
mit 350 ul eines Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden
Lysepuffers (4 M GITC, 0,1 M MgSO4) vermischt. Der Lysepuffer
wird mit verschiedenen Puffersubstanzen (Konzentration 25 mM)
versetzt und auf verschiedene pH-Werte eingestellt.
AnschlieBend werden 250 pl Ethanol =zugegeben und gemischt.
Dieses Gemisch wird dann auf die Sdule anfgetragen und
entsprechend Beispiel 4 durch die Membran gefihrt, gewaschen
und eluiert.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 13 aufgefihrt. Es werden
Dreifachbestimmungen durchgefiihrt und Jjewells der Mittelwert

angegeben.

Tabelle 13: DNA-Ausbeute aus waBriger Losung mit

verschiedenen Puffersubstanzen im Bindeansatz

Puffersubstanz pH im Lysepuffer Ausbeurte an DNA (ug)
Natrium-Citrat pH 4 1.3
Natrium-Citrat pHS 0.6
Natrium-Citrat pH 6 1.4
Natrium-Citrat pH7 0,5
Natrium-Acetat pH 4 0,9
Natrium-Acetat pH 5 1
Natrium-Acetat pH 6 0,6
Natrium-Acetat pH 7 0.5
Kalium-Acetat pH 4 0.6
Kalium-Acetat pHS 0,9
Kalium-Acetat pH 6 1.2
Kalium-Acetat pH 7 14
Ammonium-Acetat pH 4 0.7
Ammonium-Acetat pHS 0,3
Ammonium-Acetat pH 6 5.7
Ammonium-Acetat pH 7 1.5
Glycin pH 4 0.5
Glycin pHS 1,1
Glycin pH 6 1.6
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Glycin pH7 1.1
Malonat pH 4 1.5
Maionat pH 3 0.3
Malonat pH 6 3.1
Malonat pH 7 1,6
Succinat pH4 28
Succinat pH 5 23
Succinat pH 6 25
Succinat pH7 4.7

Beispiel 21

Immobilisierung von Gesamt-RNA aus wadBriger Loésung durch

Phenol

Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit hydrophoben
Membranen (beispielsweise Hydrolon, 1,2 um der Fa. Pall)
hergestellt.

WaBrige RNA-LOsung wird mit 700 pl Phenol vermischt und Uber
die Membranen mittels Zentrifugation gefihrt. Entsprechend
Beispiel 4 werden die Membranen gewaschen und die RNA eluiert.
Es werden Doppelbestimmungen durchgefithrt und jeweils der
Mittelwert angegeben.

Die Menge an isolierter DNA wird anschlieRend  durch
photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer
Wellenldnge von 260 nm ermittelt und betrdgt im Durchschnitt
10,95 npg. Das Verhdltnis der Absorption bei 260 nm zu
derjenigen bei 280 nm betrdgt 0,975.

Beispiel 22

Waschen der immobilisierten Gesamt~RNA unter verschiedenen

Salzkonzentrationen
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Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit hydrophoben
Membranen hergestellt.

100 pl einer Gesamt-RNA enthaltenden wé&lRrigen Loésung werden
mit 350 pl eines Guanidinium-Isothiccyanat enthaltenden
Lysepuffers (Konzentration 4 M) vermischt. Anschlielend werden
250 pl Ethanol zugegeben und gemischt. Dieses Gemisch wird
dann auf die S&aule aufgetragen und entsprechend Beispiel 4
durch die Membran gefithrt und gewaschen. Die Membranen werden
anschliefend zweimal mit einem Puffer, der unterschiedliche
Konzentrationen an NaCl und 80 % Ethanol enthdlt, gewaschen.
Der Puffer wird Jjeweils durch Zentrifugation durch die
Membranen gefihrt. Der letzte Waschschritt wird bei 20000 x ¢
durchgefihrt, um die Membranen =zu trocknen. Die Elution
erfolgt wie in Beispiel 1. Es werden Doppelbestimmungen
durchgefihrt und jeweils der Mittelwert angegeben.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 aufgefiihrt.

Tabelle 14: RNA-Ausbeute aus wabriger Loésung mit NaCl im
Waschpuffer

Membran NaCl im Waschpuffer Ausbeute an Gesamt-RNA (pg)

Hydrolon, 1,2 pm NaCl, 10 mM 1,4

Hydrolon, 1,2 um NaCl, 50 mM 3,15

Hydrolon, 1,2 um - NaCl, 100 mM 3

Durapore, 0,65 um NaCl, 10 mM 2,7

Durapore, 0,65 pm NaCl, 50 mM 2,85

Durapore, 0,65 um NaCl. 100 mM 2,7

Beispiel 23

Elution der immobilisierten Gesamt-RNA unter verschiedenen

Salz~- und Pufferbedingungen
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1 werden Plastiksdulen mit hydrophoben

100 ul einer Gesamt-RNA enthaltenden waBrigen Loésung werden

mit 350 pul

eines

Guanidinium-Isothiocyanat enthaltenden

Lysepuffers (Konzentration 4 M) vermischt. Anschliefend werden
250 pl Ethanol zugegeben und gemischt. Dieses Gemisch wird
dann auf die S&ule aufgetragen und entsprechend Beispiel 4
durch die Membran gefilhrt und gewaschen.

zur Elution werden 70 upl einer NaCl-haltigen Loésung, eines
Tris/HCl-Puffers (pH 7) oder einer Natrium-Oxalat Loésung (pH
7,2) auf die Membran pipettiert, um die gereinigte RNA von der
Membran zu l&sen. Nach einer Inkubation wvon 1 - 2 Minuten bel
einer Temperatur im Bereich von 10 - 30 °C wird das Eluat
mittels einer Pipette von oben von der Membran abpipettiert.
Der Elutionsschritt wird einmal wiederholt, um eine
vollstéandige Elution zu erreichen. Es werden
Doppelbestimmungen durchgefihrt und Jjeweils der Mittelwert
angegeben.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 zusammengefalt.

Tabelle 15: RNA-Ausbeute aus waBriger Losung mit NaCl,

Tris/HCl bzw. Na-Oxalat im Elutionspuffer

Membran NaCl bzw. Tris im Elutionspuffer Ausbeute an Gesamt-RNA (ug)
Hydrolon, 1,2 um NaCl, | mM 1,35
Hydrolon, 1,2 um NaCl, 50 mM 1,2
Hydrolon, 1,2 um NaCl, 250 mM 0,45
Durapore, 0,65 um NaCl, | mM 0,9
Durapore, 0,65 pm NaCl, 50 mM 0,35
Durapore, 0,65 pm NaCl, 500 mM 0,15
Hydrolon, 1,2 um Tris/HCI, I mM 0,35
Hydrolon, 1,2 um Tris/HCI, 10 mM 0,75
Durapore, 0,65 um Tris,/HCl | mM 1,5
Durapore, 0,65 pm Tris/HCI, 50 mM 1
Durapore, 0,65 um Tris/HCI, 250 mM 0,1
Hydrolon, 1,2 um Na-Oxalat, | mM 0,45
Hydrolon, 1,2 um Na-Oxalat, 10 mM 0,65
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Hydrolon, 1,2 um Na-Oxalat. 50 mM 03
Durapore, 0,65 um Na-Oxalat. | mM 2
Durapore, 0,65 um Na-Oxalat, 10 mM 1,55
Durapore, 0,65 pm Na-Oxalat, 50 mM 0.15

Beispiel 24

Elution der immobilisierten RNA beil verschiedenen Temperaturen

Entsprechend Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit eilner
hydrophoben Membran (beispielsweise Hydrolon, 3 um der Fa.
Pall) hergestellt.

Zur Isolierung werden 5x10° HelLa-Zellen eingesetzt. Die
folgenden Isolierungsschritte werden wie 1in Beilspiel 3
beschrieben durchgefihrt.

Zur Elution werden 70 pl RNase-freies Wasser unterschiedlicher
Temperatur auf die Membran pipettiert, um die gereinigte RNA
von der Membran zu ldsen. Nach einer Inkubation von 1 - 2
Minuten bei der entsprechenden Elutionstemperatur wird das
Eluat mittels einer Pipette von oben von der Membran
abpipettiert. Der Elutionsschritt wird einmal wiederholt, um
eine vollstdndige Elution zu erreichen.

Es werden Dreifachbestimmungen durchgefihrt und jeweils der
Mittelwert angegeben.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 16 zusammengefalt.

Tabelle 16: RNA-Ausbeute bei verschiedenen

Elutionstemperaturen

Membran Elutionstemperatur Ausbeute an Gesamt-RNA (ug)
Hydrolon, 3 pm eiskalt 2.2
Hydrolon, 3 um 40 °C 32
Hydrolon, 3 um 50 °C 3,9
Hydrolon, 3 um 60 °C 3,7
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Hydrolon, 3 pm 70 °C 3.7

Hydrolon, 3 um 80 °C 29

Beispiel 25

Elution der immobilisierten RNA mittels Zentrifugation

Entsprechend dem Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit einer
hydrophoben Membran (beispielsweise Hydrolon 1,2 um der Fa.
Pall) hergestellt.

100 pl einer Gesamt-RNA enthaltenden wadbrigen Losung werden
mit 350 npl eines kommerziell erhdltlichen Guanidinium-
Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers - z.B. RLT-Puffer der
Fa. QIAGEN - vermischt. AnschlieBend werden 250 pl Ethanol
zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Dieses
Gemisch wird dann auf die Saule aufgetragen und durch
Zzentrifugation (10000 x g; 1 Minute) durch die Membran
gefithrt. Die Membranen werden anschlieflend zweimal mit einem
Ppuffer - z.B. RPE der Fa. QIAGEN - gewaschen. Der Puffer wird
jeweils durch Zentrifugation durch die Membranen gefihrt. Der
letzte Waschschritt wird bei 20000 x g durchgefithrt, um die
Membranen zu trocknen.

Zur Elution werden 70 pl RNase-freies Wasser auf die Membran
pipettiert, um die RNA von der Membarn abzuldsen. Nach einer
Inkubation von 1 Minute bei einer Temperatur im Bereich von 10
- 30 °C wird das Eluat mittels einer Zentrifugation (10000 x
g, 1 Minute) durch die Membran gefuhrt. Der Elutionsschritt
wird zum Zweck der vollstdndigen Elution noch einmal
wiederholt und die Eluate vereint. Es werden funf
Parallelversuche durchgefihrt und der Mittelwert errechnet.

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschliefend durch

photometrische Messung der Lichtabsorption bei einer
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Wellenldnge von 260 nm ermittelt und betrdgt im Durchschnitt
6,4 ng. Das Verh&dltnis der Absorption bei 260 nm zu derjenigen
bei 280 nm betragt 1,94.

Beispiel 26

Einsatz von Gesamt-RNA in einer "Real Time" Quantitativen RT-
PCR unter Verwendung des 5'~-Nuklease PCR-Assays zur

Amplifikation und Detektion von B-Aktin mRNA

Entsprechend dem Beispiel 3 werden Plastiksdulen mit einer
kommerziell erhdltlichen Membran (Fa. Pall: Hydrolon mit einer
Porengrdbe von 3 um) hergestellt.

Zur Isolierung von RNA werden 1 x 10° HeLa-Zellen eingesetzt
und die Aufreinigung der Gesamt-RNA wird wie 1in Beispiel 1
beschrieben durchgefiihrt. Die Elution erfolgt mit 2 x 70 pl H0
wie 1in Beispiel 1 beschrieben. Zur vollstdndigen Entfernung
restlicher geringer Mengen an DNA wird die Probe mit einer
DNase vor der Analyse behandelt.

Es wird eine "Ein-Gefal 'Real Time' Quantitative RT-PCR" unter
Verwendung des kommerziell erh&dltlichen Reagenzsystems von
Perkin-Elmer (TagMan™ PCR Reagent Kit) unter Einsatz einer M-
MLV Reversen Transkriptase durchgefihrt. Durch den Einsatz
spezifischer Primer und einer spezifischen TagMan-Sonde fur 0-
Aktin (TagMan™ R-Actin Detection Kit der Fa. Perkin Elmer)
werden die BR-Aktin mRNA-Molekile in der Gesamt-RNA Probe
zundchst in B-Aktin c¢DNA umgeschrieben und anschliefend direkt
ohne Unterbrechung der Gesamtreaktion in dem gleichen
Reaktionsgefal amplifiziert und detektiert. Die
Reaktionsansidtze werden entsprechend den Anweisungen des

Herstellers hergestellt. Es werden drei verschiedene Mengen an
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isolierter Gesamt-RNA verwendet (1, 2, 4 pl Eluat) und eine
dreifache Bestimmung durchgefithrt. Als Kontrolle werden dreil
Ansdtze ohne RNA mitgefihrt.

Die cDNA Synthese findet fir 1 Stunde beil 37 °C statt, direkt
gefolgt von einer PCR, die 40 Zyklen umfaBt. Die Reaktionen
und die Analysen werden auf einem ABI PRISM™ 7700 Sequence

Detector der Fa. Perkin Elmer Applied Biosystems durchgefihrt.
Jedes wahrend eines PCR-Zyklus entstehende Amplikon erzeugt
ein lichtemitierendes Molekiil, das durch Abspaltung von der
TagMan-Sonde entsteht. Damit 1ist das insgesamt entstehende
Lichtsignal direkt proportional zur entstehenden Amplikonmenge
und damit zur urspriinglich in der Gesamt-RNA Probe vorhandenen
Transkriptmenge. Das emitierte Licht wird von dem Gerat
gemessen und durch ein Computerprogramm ausgewertet. Der PCR-
Zyklus, bei dem das Lichtsignal das erste Mal sicher oberhalb
des Hintergrundrauschens detektiert wird, wird als "Threshold
Cycle" (ct) bezeichnet. Dieser Wert ist ein MaBR fir die in der
Probe vorhandene Menge an der spezifisch amplifizierter RNA.

Fir die eingesetzte Menge von 1 pl an mit dem hier
beschriebenen Verfahren isolierter Gesamt-RNA ergibt sich ein
durchschnittlicher ct-Wert von 17,1, fir 2 pl an Gesamt-RNA
ein ct-Wert von 16,4 und fir 4 pl an Gesamt-RNA ein ct-Wert
von 15,3. Hieraus ergibt sich ein linearer Zusammenhang von
eingesetzter Gesamt-RNA und dem ct-Wert. Dies =zeigt, dab die
Gesamt-RNA frei von Substanzen ist, die die
Amplifikationsreaktion hemmen kdénnten. Die Kontrollansdtze,

die keine RNA enthalten, erzeugen keine Signale.

Beispiel 27
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Einsatz von Gesamt-RNA in einer RT-PCR zur Amplifikation und

Detektion von B-Aktin mRNA

Entsprechend dem Beispiel 1 werden Plastiksédulen mit
kommerziell erhialtlichen Membranen (Fa. Pall, Hydrolon der
PorengréBe 1,2 bzw. 3 um; Fa. Sartorius, Sartolon der
Porengrodhe 0,45 pm) hergestellt.

Zur Isolierung von RNA werden zwel verschiedene
Ausgangsmaterialien eingesetzt: 1) Gesamt-RNA aus Leber (Maus)
in waBriger Losung, Aufreinigung und Elution erfolgt wie 1n
Beispiel 4 Dbeschrieben wund 2) 5 x 10° HeLa-Zellen, die
Aufreinigung der Gesamt-RNA sowie die Elution wird wie in
Beispiel 3 beschrieben durchgefihrt.

Es werden jeweils 20 ng der isolierten Gesamt-RNA eingesetzt.
Als Kontrolle wird RNA, die mittels des RNeasy-Kits (Fa.
QIAGEN) aufgereinigt wurde, und ein Ansatz ohne RNA
mitgefihrt.

Es wird eine RT-PCR unter Standardbedingungen mit diesen
Proben durchgefihrt. Fir die Amplifikation werden zwel
verschiedene Primerpaare fir die p-Aktin-mRNA verwendet. Ein
150 Bp groBes Fragment dient als Nachweis der Sensitivitat,
ein 1,7 kBp groBes Fragment dient der Integritdt der RNA. Aus
der RT-Reaktion wird 1 pl entnommen und in der anschlieBenden
PCR eingesetzt. Es werden fir das kleine Fragment 25 Zyklen,
fir das grofe Fragment 27 'Zyklen durchgefihrt. Die
Anlagerungstemperatur betragt 55 °C. Die Amplifikate werden
anschlieBend auf einem nicht denaturierenden Gel aufgetragen
und analysiert (Fig. 8).

Fiir die eingesetzte Menge von 20 ng an mit dem hier
beschriebenen Verfahren isolierter Gesamt-RNA lassen sich in
der RT-PCR die entsprechenden DNA-Fragmente nachweisen. Bel

Verwendung von Gesamt-RNA aus Maus Leber 1&Bt sich kein
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Transkript nachweisen, da die hier verwendeten Bedingungen an
humane B-Aktin-mRNA angepaht sind. Die Kontrollansatze, die

keine RNA enthalten, erzeugen keine Signale.

Fig. 8 zeigt Ethidiumbromid-gefdarbte Agarose-Gele einer
elektrophoretischen Auftrennung der RT-PCR-Reaktionsprodukte.
A: Spur 1 bis 8: RT-PCR eines 150 Bp-Fragmentes;

Spur 1, 2: RNA aus Mausleber in wébriger Losung mit der
Membran Hydrolon 1,2 pm aufgereinigt;

Spur 3, 4: RNA aus HelLa-Zellen mit der Membran Sartolon
aufgereinigt;

Spur 5, 6: RNA aus HeLa-Zellen mit der Membran Hydrolon 3 um
aufgereinigt;

Spur 7: RNA aufgereinigt mittels RNeasy-Mini-Kit;

Spur 8: Kontrolle ohne RNA.

B: Spur 1 bis 8: RT-PCR eines 1,7 kBp-Fragmentes;

Spur 1, 2: RNA aus Mausleber in wéabriger Ldsung mit der
Membran Hydrolon 1,2 pm aufgereinigt;

Spur 3, 4: RNA aus HelLa-Zellen mit der Membran Sartolon
aufgereinigt;

Spur 5, 6: RNA aus HelLa-Zellen mit der Membran Hydrolon 3 pm
aufgereinigt;

Spur 7: RNA aufgereinigt mittels RNeasy-Mini-Kit;

Spur 8: Kontrolle ohne RNA.

Beispiel 28

Einsatz von Gesamt-RNA in einer NASBA-Reaktion (nucleic acid
sequence based amplification) zur Amplifikation und Detektion

von B-Aktin mRNA
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Entsprechend dem Beispiel 1 werden Plastiksaulen mit eilner
kommerziell erhdltlichen Membran (Fa. Pall, Hydrolon der
PorengrdBe 1,2 bzw. 3 pm; Fa. Sartorius, Sartolon der
Porengrdbe 0,45 pm) hergestellt.

Zur Isolierung von RNA werden zwel verschiedene
Ausgangsmaterialien eingesetzt: 1) Gesamt-RNA aus Leber (Maus)
in w&aBriger Losung, Aufreinigung und Elution erfolgt wie in
Beispiel 4 Dbeschrieben und 2) 5 x 10° Hela-Zellen, die
Aufreinigung der Gesamt-RNA sowie die Elution wird wie 1n
Beispiel 3 beschrieben durchgefihrt.

Es wird eine NASBA-Reaktion unter Standardbedingungen
durchgefihrt (Fahy, E. et al., 1991. PCR Methods Amplic. 1, 25
- 33). Fiir die Amplifikation werden P-Aktin spezifische Primer
eingesetzt.

Es werden jeweils 20 ng der isolierten Gesamt-RNA eingesetzt.
Als Kontrolle wird RNA, die mittels des RNeasy-Kits (Fa.
QIAGEN) aufgereinigt  wurde, und ein Ansatz ohne RNA
mitgefihrt. Es wird zundchst flir 5 Minuten beil 65 °C und fir 5
Minuten bei 41 °C inkubiert. Im AnschluR an diesen Schritt
wird ein Enzymgemisch bestehend aus RNaseH, T7-Polymerase und
AMVV-RT zugegeben und 90 Minuten bei 41 °C inkubiert. Die
Amplifikate werden anschlieBfend auf ein nicht denaturierendes
Gel aufgetragen und analysiert.

Fiir die eingesetzte Menge von 20 ng an mit den hier
beschriebenen Verfahren isolierter Gesamt-RNA 1laft sich ein

spezifisches Transkript nachweisen (Fig. 9).

Fig. 9 zeigt ein Ethidiumbromid-gefdrbtes Agarose-Gel einer
elektrophoretischen Auftrennung der NASBA-Reaktionen.

Spur 1 bis 8: NASBA-Reaktionen;

Spur 1, 2: RNA aus Mausleber in wdBriger L&sung mit der

Membran Hydrolon 1,2 pm aufgereinigt;
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Spur 3, 4: RNA aus HelLa-Zellen mit der Membran Sartolon
aufgereinigt;

Spur 5, 6: RNA aus Hela-Zellen mit der Membran Hydrolon 3 um
aufgereinigt; Spur 7: RNA aufgereinigt mittels RNeasy-Mini-
Kit;

Spur 8: Kontrolle ohne RNA.

Beispiel 29

NASBA-Reaktion zur Amplifikation und Detektion von P-Aktin mRNA

auf hydrophoben Membranen

Entsprechend dem Beispiel 1 werden Plastiksdulen mit
kommerziell erhialtlichen Membranen (Fa. Pall, Hydrolon der
PorengroBe 3 um, Supor-450 PR der Porengréhe 0,45 um; Fa.
Millipore, Fluoropore der Porengrobe 3 pm) hergestellt.

zur Isolierung von RNA werden unterschiedliche Mengen an Hela-
Zellen eingesetzt, die Aufreinigung der Gesamt-RNA wird wie in
Beispiel 3 beschrieben durchgefithrt. Die Elution wird durch
zugabe von 20 ul NASBA Reaktionspuffer durchgefihrt. Die
NASBA-Reaktion wird anschlieBend auf der Membran durchgefihrt.
Die Reaktion findet unter Standardbedingungen statt (Fahy, E.
et al., 1991. PCR Methods Amplic. 1, 25 - 33). Fur die
Amplifikation werden B-Aktin spezifische Primer eingesetzt.

Das ReaktionsgefaB wird zundchst fir 5 Minuten bei 41 °C 1in
einem Wasserbad inkubiert. Im AnschluB an diesen Schritt wird
ein Enzymgemisch bestehend aus RNaseH, T7-Polymerase und AMVV-
RT zugegeben und 80 Minuten bei 41 °C inkubiert. Die
Amplifikate werden anschlieBfend auf ein nicht denaturierendes

Gel aufgetragen und analysiert.
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Fir die eingesetzte Menge an RNA, isoliert aus 5 x 10° bis 3 x
10% HelLa-Zellen, an mit den hier beschriebenen Verfahren
isolierter Gesamt-RNA 1&Bt sich ein spezifisches Transkript

nachweisen (Fig. 10).

Fig. 10 zeigt ein Ethidiumbromid-gefarbtes Agarose-Gel einer
elektrophoretischen Auftrennung der NASBA-Reaktionen.

A: Spur 1 bis 4: RNA aus Hela-Zellen mit der Membran Hydrolon
3 um aufgereinigt;

Spur 1: 2,5 x 10° Zellen;

Spur 2: 1,25 x 10° Zellen;

Spur 3: 6 X 104;

Spur 4: 3 X 10* zellen.

B: Spur 1 bis 3: RNA aus HelLa-Zellen aufgereinigt;

Spur 1: RNA aus 2,5 X 10° HeLa-Zellen mit der Membran Hydrolon
3 um aufgereinigt;

Spur 2: RNA aus 5 X 10° HeLa-Zellen mit der Membran Supor-450
PR aufgereinigt;

Spur 3: RNA aus 5 x 10° HeLa-Zellen mit der Membran Fluoropore

3 pym aufgereinigt.

Beispiel 30

Restriktion vwvon Plasmid-DNA mit dem Emzym Aval auf einer

hydrophoben Membran

Entsprechend dem Beispiel 1 werden lastiksédulen mit
hydrophoben Membranen (beispielsweise Supor-200 PR der Fa.
Pall) hergestellt.

100 ul einer Plasmid enthaltenden waBrigen Losung (pCMVZ der

Fa. Clontech) werden mit 350 nl eines Guanidinium-
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Isothiocyanat enthaltenden Lysepuffers (4 M GITC, 0,1 M MgSO0y,
25 mM Natrium-Acetat, pH 4) vermischt. AnschlieBend werden 250
ul  Isopropancl zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren
gemischt. Dieses Gemisch wird dann auf die S&ule aufgetragen
und entsprechend Beispiel 4 durch die Membran gefihrt,
gewaschen und getrocknet.

100 pl eines 1 x Puffers fur das Restriktionsenzym Aval werden
auf die Membran gegeben und
1) abgenommen, 1in ein neues ReaktionsgefaB uberfithrt und
anschliebfend ein Restriktionsenzym (beispielsweise Aval der
Fa. Promega) hinzugefigt;

2) ein Restriktionsenzym (beispielsweise Aval der Fa. Promega)
zum Eluat in der S&ule hinzugefugt.

Die Reaktionen werden eine Stunde bei 37 °C inkubiert und
anschlieBend auf ein nicht denaturierendes Gel aufgetragen und

analysiert (Fig. 11).

Fig. 11 zeigt ein Ethidiumbromid-gefarbtes Agarcse-Gel eilner
elektrophoretischen Auftrennung des Plasmides pCMVB nach
Restriktion mit Aval.

Spur 1: ungeschnittenes Plasmid;

Spur 2, 3: Elution mit dem Reaktionspuffer fir Aval,
Restriktion in neuem Gefdab;

Spur 4, 5: Restriktion mit Aval auf der Membran.

Beispiel 31
Druckfiltration zur Isopropanolfdllung von DNA

Die Isolierung von Plasmid DNA wird nach Standardprotokollen
bis einschliefflich des Elutionsschritts uber
Anionenaustauscherchromatographie durchgefihrt. Die DNA wird

in einem Hochsalzpuffer von der Sdule eluiert.
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AnschliefRend werden zZu dieser DNA-Ld&sung 0,7 Volumen
Isopropanol zugegeben, der Ansatz gemischt und 1-5 Minuten beil

Raumtemperatur inkubiert. Als Filtrationsvorrichtung wird ein

0,45 pm Celluloseacetat-Filter mit Scm2 Oberfldche in einer
Filtrationskartusche (Standardvorrichtung Zur
Sterilfiltration, 7z.B. Minisart von Sartorius) verwendet.
Dieser Filter wird auf eine Spritze gesteckt, bei der zunachst
der Kolben entfernt wurde.

Das DNA-Isopropanolgemisch wird nun in die Spritze geflillt und
mit Hilfe des Kolbens durch den Filter gedruckt. Die DNA
bleibt in dieser Prazipitat-Form zu einem hohen Prozentsatz
auf dem Filter liegen (kann nicht durch die Poren treten) .

Nun wird der Kolben wieder aus der Spritze entfernt, wieder
eingefiigt und Luft durch den Filter gedrickt.

Dieser Schritt wird 1-2 mal wiederholt und dient zur Trocknung
der Membran.

AnschlieRend wird mit einem entsprechenden Volumen eines
Niedrigsalzpuffers eluiert, indem der Puffer in den
Spritzenkdrper gefillt wund mit Hilfe des Kolbens durch den
Filter gedriickt wird. Zur Erhohung der Ausbeute wird dieses
erste Eluat erneut in den Spritzenkdrper gefillt und mit Hilfe
des Kolbens durch den Filter gedruckt.

Die erhaltenen Ausbeuten bewegen sich bei dieser
Versuchsanordnung typischerweise im Bereich 80% bis 90% (siehe
Beispiel 34).

Beispiel 32

Vakuumfiltration zur Isopropanolfdllung von DNA

Wie bei der Druckfiltration wird hier zunichst Plasmid-DNA
isoliert und mit 0,7 Vol Isopropanol  versetzt. Als

Filtrationsvorrichtung wird hier eine zur Vakuumfiltration

konstruierte Apparatur verwendet, in die ein 0,45 um
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Celluloseacetatfilter mit einer Oberflache von 5 cm2
eingespannt ist. Es k&nnen auch 0,45 um Cellulosenitratfilter
oder mehrere Lagen 0,65 um Celluloseacetat oder
Cellulosenitratfilter verwendet werden.

Das Isopropanol-DNA Gemisch wird 1-5 Minuten inkubiert und
" dann auf die Filtrationsvorrichtung gegeben. Durch Anlegen des
Vakuums wird die Ldsung durch den Filter gesaugt. Die DNA-
Prazipitate auf dem Filter werden mit einem entsprechenden
Volumen 70%igem Ethanol versetzt und durch erneutes Anlegen
des Vakuums gewaschen. Die Elution der DNA vom Filter erfolgt
durch Aufbringen eines Niedrigsalzpuffers, eine kurze
Inkubation und erneutes Anlegen von Vakuum. Die Ausbeute kann
entweder durch erneute Elution vom Filter mit einem zweiten
Volumen Niedrigsalzpuffer oder durch erneute Elution mit dem
Eluat aus dem ersten Elutionsschritt erfolgen.

Auch hier werden typischerweise Ausbeuten in der Gréfenordnung

von 80% bis 90% der eingesetzten DNA.

Reispiel

Als Methode wird die in Beispiel 32 angegebene
Vakuumsfiltration benutzt. Als Filtrationsgefa® dient das
Vakuumfiltrationsgerdt Sartorius 16315. Als Plasmid DNA wird
pCMVPB verwendet, welches aus DH5a isoliert worden war.

Jeweils 15 ml QF-Puffer (Hochsalzpuffer) werden mit 500 ug
Plasmid versetzt und gemsciht.10,5 ml Isopropanol werden
zugegeben und es wird erneut gemischt. Dann wird fur 5 Minuten
inkubiert. Die so prazipitierte Plasmid-DNA wird auf den
jeweils in die Filtrationsapparatur eingespannte Membran
gegeben. Nun wird Vakuum angelegt und filtriert. Die Membranen
werden mit 5 ml 70%igem Ethanol gewaschen (erneutes Anlegen
von Vakuum). Sodann wird jeweils 1 ml TE-Puffer auf die

Membranen pipettiert, 5 Minuten inkubiert und die DNA durch
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Anlegen von Vakuum eluiert. AnschliefRlend erfolgt eine
Nachelution mit 1 ml TE-Puffer. DNA-Gesamtmengen werden
jeweils im Durchbruch, in der Waschfraktion und im vereinigten

Eluat gemessen (0OD260). Folgende Ergebnisse werden erhalten:

Membran Anzahi Durchbruch Waschfraktion Eluat Laufverhalten
PVDF 0,2 ym 1 0 pg DNA 0 ug DNA 131 ug DNA sehr langsam
Celiuloseacetat 3 0 ug DNA 0 pug DNA 469 pg DNA schnell

0.65 um

Celiuosenitrat 2 0 ug DNA 0 pg DNA 418 ug DNA schnell

0,65 pm

Berechnet auf die 500 ug DNA-Ausgangsmenge ergeben sich in

diesem Versuch folgende Ausbeuten:

PVDF 0,2 um 26%
Celluloseacetat 94%
0,65 pm
Celluiosenitrat 84%
0,65 um

Als Methode wird die in Beispiel 31 angegebene Druckfiltration
benutzt. Als Filtrationsvorrichtung wird ein kauflicher 0,45

pm Celluloseacetatfilter (Minisart, Sartorius) verwendet. Als
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Plasmid DNA wird pCMVj verwendet, welches aus DH5a isoliert
worden war.

Jeweils 15 ml QF-Puffer (Hochsalzpuffer) werden mit 100, 200,
300, usw. bis 900 ug plasmid versetzt und gemischt. 10,5 ml
Isoproganol werden zugegeben und erneut gemischt. Anschliefiend
erfolgt eine Inkubation fir 5 Minuten. Die so prazipitierte
Plasmid-DNA wird in eine Spritze Uberfliihrt, an der vorher der
Filter befestigt worden ist. Nun erfolgt Druckfiltration mit
Hilfe der Spritze. Der Filter wird mit 2 ml 70%igem Ethanol
gewaschen und 2X wie beschrieben getrocknet. Die Elution
erfolgt mit 2 ml TE-Puffer. Es wird mit dem Eluat einmal
nacheluiert. DNA-Gesamtmengen werden jeweils im vereinigten

Eluat gemessen (OD260) . Folgende Ergebnisse werden erhalten:

Eingesetzte DNA-Menge Eluierte DNA-Menge %-Ausbeute
100 pg 100 g 100%

200 ug 176 ug 88%

300 pg 257 ug 86%

400 yg 361 g 90%

500 ug 466 ug 93%

600 ug 579 ug 97%‘

700 ug 671 pg 96%

800 ug 705 ug 88%

900 ug 866 pg 96%
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 cpiel

Als Methode wird die in Beispiel 32 angegebene
Vakuumfiltration benutzt. Als Fitrationsvorrichtung dient ein
kduflicher 0,45 pum Celluloseacetatfilter (Minisart,
Sartorius), der auf eine Filtrationskammer (QIAvac) gesteckt
wird. Als Pufferreservoir wird ein Spritzenkdrper am anderen
Ende des Filters angebracht. Als Plasmid DNA wird pCMV
verwendet, welches aus DH5a isoliert worden ist. 15 ml QF-
puffer (Hochsalzpuffer) werden mit 500 pg Plasmid versetzt und
gemischt. 10,5 ml Isopropanol werden zugegeben und erneut
gemischt. AnschlieRend erfolgt Inkubation fur 5 Minuten. Die
so préazipitierte Plasmid-DNA wird in den Spritzenkdrper der
Filtrationsapparatur gegeben. Nun wird Vakuum angelegt und
filtriert. Der Filter wird nicht mit 70%igem Ethanol
gewaschen. Vielmehr erfolgt unmittelbare Elution mit 2 ml
puffer EB (QIAGEN). Mit dem Eluat wird einmal nacheluiert. Die
DNA-Gesamtmenge im vereinigten Eluat wird gemessen (OD260) .

Folgendes Ergebnis wird erhalten:

Versuchsnummer Eluierte DNA % Ausbeute

1 434 ug 87%

2 437 pg 87%
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Isolierung von Nukleinsduren mit den folgenden
Schritten:

-Beschicken einer Membran mit zumindest einer

Nukleinsdurenprobe;

-ITmmobilisieren der Nukleinsduren an der Membran;

-Abldésen der immobilisierten Nukleinsduren von der Membran; und

-Abnehmen der abgeldsten Nukleinsduren durch die Membran
hindurch, wobei die Membran Nylon, Polysulfon, Polyethersulfon,
Polycarbonat, Polyacrylat, Acrylatcopolymer, Polyurethan,
Polyamid, Polyvinylchlorid, Polyfluorocarbonat,
Polytetrafluorethylen, Polyvinylidendifluorid,
Polyethylentetrafluorethylen-Copolymerisat, Polybenzimidazole,
Polyethylenchlorotrifluorethylen-Copolymerisat, Polyimide,
Polyphenylensulfid, Cellulose, Cellulose-Mischester,
Cellulosenitrat, Celluloseacetat, Polyacrylnitrile,
Polyacrylnitril-Copolymere, Nitrocellulose, Polypropylen
und/oder Polyester enthalt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf’ das

Beschicken von oben und das Abnehmen nach unten erfolgt.

3. Verfahren nach einem der Anspriche 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, daR die Membran in einem Behdlter mit einer
Zufilhrung und einer AbflUhrung angeordnet ist und die Membran

den gesamten Querschnitt des Behdlters ausfillt.

4. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch

gekennzeichnet, daf® die Membran beschichtet ist.
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5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daf3 die

Membran durch die Beschichtung hydrophob gemacht ist.

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafl die

Membran durch die Beschichtung hydrophil gemacht ist.

7. Verfahren nach einem der Ansprlche 1 bis 6, dadurch

gekennzeichnet, daR die Membran weniger als 1 mm dick ist.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daf3 die
Membran weniger als 0,5 mm, besonders bevorzugt weniger als 0,2

mm dick ist.

9. Verfahren zur Isolierung von Nukleinsduren mit den folgenden

Schritten:

-Beschicken einer Oberflache mit zumindest einer

Nukleinsdurenprobe;
-Immobilisieren der Nukleinsduren auf der Oberflache; und

-Abldsen der immobilisierten Nukleinsduren von der Oberflache

mit einem Elutionsmittel,

dadurch gekennzeichnet, daR die Abldsung bei einer Temperatur T
durchgefiihrt wird, wobei die Ungleichung 10°C >= T >=
Tg,gM-9ilt und Tg gM.die Gefriertemperatur des Elutionsmittels

ist.

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daf3 die
Abldsung bei der Temperatur T durchgefihrt wird, wobei gilt,
dafs 10°C>= T >= 5°C.
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11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daf die
Abldésung bei der Temperatur T durchgefiihrt wird, wobei gilt,
dafR 10°C>= T >= 0°C.

12. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daR die
Abldsung bei der Temperatur T durchgeflihrt wird, wobei gilt,
daR 10°C>= T >= -5°C.

13. Verfahren nach einem der Anspriche 9 bis 12, dadurch
gekennzeichnet, daff die 2Ablésung bei der Temperatur T

durchgefuhrt wird, wobei gilt, dafd 5°C>= T >= Ts,EM-

14. Verfahren zur Isolierung von Nukleinsduren mit den

folgenden Schritten:

-Einstellen einer Nukleinsiurenprobe auf Bindebedingungen, die
eine Immobilisierung von in der Probe enthaltenen Nukleinsduren

an eine Oberfldche erlaubt;
-Beschicken der Oberflédche mit der Nukleinsdurenprobe; und
~-Immobilisieren der Nukleinsduren auf der Oberflache,

dadurch gekennzeichnet, daR vor und/oder nach dem Einstellen

der Bindebedingungen eine Vorreinigung erfolgt.

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daR die

Vorreinigung durch Aussalzen erfolgt.

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet,
daf3 die Vorreinigung durch Filtrieren, Zentrifugation,
enzymatische Behandlung, Temperatureinwirkung, Fallung,
Extraktion, Homogenisieren, mechanisches Zerkleinern und/oder

Binden von Kontaminanten an Oberfldchen erfolgt.
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17. Verfahren nach
da

von RNA ermdglichen.

gekennzeichnet,

18. Verfahren nach
daf’

von DNA ermdglichen.

gekennzeichnet,

19. Verfahren nach

94

einem der Anspruche

die Bindebedingungen

einem der Anspruche

die Bindebedingungen

einem der Anspruche
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14 bis dadurch

eine Immobilisierung

16,

14 bis 17, dadurch

eine Immobilisierung

14 bis 18, dadurch

gekennzeichnet, daR es die weiteren Schritte aufweist:

-Ablésen der immobilisierten Nukleinsduren von der Oberflache;

und

-Abnehmen der abgeldsten Nukleinsduren von der Oberfldche.

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13 und 19,
Abldseschritt

gekennzeichnet, daf

nach dem

folgender Schritt durchgefdhrt wird:

dadurch

zumindest einmal

-Durchfiihren zumindest einer chemischen Reaktion an den
Nukleinsduren.

21. Verfahren ZUur Durchfiihrung einer Nukleinsaure-
Amplifikationsreaktion mit den folgenden Schritten:

-Beschicken einer Oberflache mit zumindest einer
Nukleinsaurenprobe;

-Immobilisieren der Nukleinsduren auf der Oberflache; und
~Durchfiihren einer Amplifikations-Reaktion mit den

Nukleinsauren.
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22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daf3 die

Amplifikations-Reaktion nicht isothermal ist.

23. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daff die

Amplifikations-Reaktion isothermal ist.

24 . Verfahren nach Anspruch 21 bis 23, dadurch gekennzeichnet,
daR die Amplifikations-Reaktion eine SDA-Reaktion ("strand

displacement amplification"), eine PCR oder eine RT-PCR ist.

25. Verfahren nach einem der Ansprlche 21 bis 24, dadurch
gekennzeichnet, daR vor dem Durchfihren der Amplifikations-
Reaktion die Nukleinsduren mit einem geeigneten Reaktionspuffer
von der Oberfldche abgeldst werden und sich das Eluat auf oder

in der Membran befindet.

26 . Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dafd es

den weiteren Schritt aufweist:

-Abnehmen der abgeldsten Amplifikations-Reaktionsprodukte von
der Oberfléche.

27. Verfahren nach Anspruch 21 bis 24, dadurch gekennzeichnet,
daR die Amplifikations-Reaktion in einem Reaktionspuffer
durchgefihrt wird, der nicht zZu einer Abldsung der

Nukleinsduren von der Oberfldche fihrt.

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daf es

die weiteren Schritte aufweist:

-Abldsen der Amplifikations-Reaktionsprodukte von der
Oberflache; und

-Abnehmen der abgeldsten Amplifikations-Reaktionsprodukte wvon
der Oberflache.
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29. Verfahren zur Durchfihrung von chemischen Reaktionen an

Nukleinsduren mit den folgenden Schritten:

-Beschicken einer Oberflache mit zumindest einer

Nukleinsdurenprobe;
-Immobilisieren der Nukleinsduren an der Oberfléache;
-Abldsen der immobilisierten Nukleinsduren von der Oberflache;

-Durchfihren zumindest einer <chemischen Reaktion an den

Nukleinsauren; und

-Abnehmen der Nukleinsduren von der Oberfldche ohne nochmalige

Immobilisierung.

30. Verfahren zur Nukleinsdureanalyse in einem Isoliergefaf mit
folgenden Schritten:

-Bereitstellen eines Isoliergefasses mit einer darin

angeordneten Membran;

-Beschicken des Isoliergefasses mit zumindest einer

Nukleinsaurenprobe;

~-Immobilisieren der Nukleinsduren auf der Membran,

-Hindurchflhren der flUssigen Bestandteile der Probe durch die

Membran; und

-Analysieren von zumindest einer Eigenschaft der Nukleinsduren

auf der im Isoliergefaf angeordneten Membran.
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31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daf
nach dem Hindurchflhren der flussigen Bestandteile zumindest

eine chemische Reaktion an den Nukleinsduren durchgefihrt wird.

32. Verfahren nach Anspruch 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet,
daR die analysierte Eigenschaft eine radioaktive Markierung der

Nukleinsauren ist.

33. Verfahren nach Anspruch 30 oder 32, dadurch gekennzeichnet,
daR die analysierte Eigenschaft das Bindevermdgen der

Nukleinsduren flUr Moleklle ist.

34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daf die
Moleklile Antikdrper sind.

35. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dafl die

Molekiile Nukleinsiure-bindende Proteine sind.

36. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dafl die
Moleklile Farbstoffmolekiile sind.

37. Verfahren nach einem der Anspriche 9 bis 36, dadurch

gekennzeichnet, daff das Beschicken von oben erfolgt.

38. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 13, 19, 20, 25,
26, 28 und 29, dadurch gekennzeichnet, daff zwischen dem
Immobilisierungs- und dem Abldseschritt ein Waschen der

immobilisierten Nukleinsduren mit zumindest einem Waschpuffer

erfolgt.

39. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, daf
das Waschen flUr jeden Waschpuffer folgende Schritte umfasst:

-Aufbringen einer vorbestimmten Menge an Waschpuffer auf die
Oberflache; und
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-Hindurchfihren des Waschpuffers durch die Oberflache.

40. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 13, 19, 20, 25,
26, 28, 29 und 38 bis 39, dadurch gekennzeichnet, daff zum
Abldsen der  Nukleinsduren eine wasserige Salz- oder

Pufferldsung eingesetzt wird.

41. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, 19, 20, 25,
26, 28, 29 und 38 bis 39, dadurch gekennzeichnet, daf? zum

Abldsen der Nukleinsduren Wasser eingesetzt wird.

42. Verfahren nach einem der vorstehenden Ansprliche, dadurch
gekennzeichnet, daR das Beschicken und Immobilisieren der

Nukleinsduren folgende Schritte umfasst:

- Mischen der zumindest einen Nukleinsdurenprobe mit einem

Immobilisierungspuffer,

- Beschicken der zumindest einen Nukleinsdurenprobe mit dem

Immobilisierungspuffer auf die Oberflache; und

- Hindurchfihren der flssigen Bestandteile durch die

Oberflache in im wesentlichen der Richtung der Beschickung.

43. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch
gekennzeichnet, daR zumindest einer der Schritte durch einen

Automaten vollautomatisch durchgefihrt wird.

44. Verfahren nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, dafd
alle Schritte des Verfahrens durch einen Automaten in

gesteuerter Abfolge durchgefiihrt werden.
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45. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, dafl eine Mehrzahl von Nukleinsdureisolierungen

oder Reaktionen gleichzeitig durchgefihrt werden.

46. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriche, dadurch
gekennzeichnet, da zum Immobilisieren der Nukleinsduren
wisserige Salzldsungen von Metall- und/oder Ammoniumkationen

mit Mineralsduren eingesetzt werden.

47. Verfahren nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, daf®
zum Immobilisieren der Nukleinsduren Alkali- und/oder
Erdalkalihalogenide und/oder -sulfate und/oder -phosphate

eingesetzt werden.

48. Verfahren nach Anspruch 47, dadurch gekennzeichnet, dafs
zum Immobilisieren der Nukleinsduren Halogenide des Natriums,
Lithiums und/oder Kaliums und/oder Magnesiumsulfat eingesetzt

werden.

49. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 45, dadurch
gekennzeichnet, dafl zum Immobilisieren der Nukleinsduren
wadsserige Lbésungen von Salzen von ein- oder mehrbasigen oder
polyfunktionellen organischen Sauren mit Alkali- oder

Erdalkalimetallen eingesetzt werden.

50. Verfahren nach Anspruch 49, dadurch gekennzeichnet, dafd
zum Immobilisieren der Nukleinsduren wasserige Ldsungen von
Salzen des Natriums, des Kaliums oder des Magnesiums mit

organischen Dicarbonsduren eingesetzt werden.

51. Verfahren nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, daf
die organische Dicarbonsdure Oxalsdure, Malonsdure und/oder

Bernsteinsdure ist.
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52. Verfahren nach Anspruch 49, dadurch gekennzeichnet, daf
zum Immobilisieren der Nukleinsduren wasserige Ldsungen von
Salzen des Natriums oder des Kaliums mit einer Hydroxy- oder

Polyhydroxycarbonsdure eingesetzt werden.

53. Verfahren nach Anspruch 52, dadurch gekennzeichnet, daf

die Polyhydroxycarbonsdure Zitronensdure ist.

54. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 45, dadurch
gekenneichnet, daf’ zum Immobilisieren der Nukleinsauren
Hydroxylderivate von aliphatischen oder acyclischen gesittigten

oder ungesdttigten Kohlenwasserstoffen eingesetzt werden.

55. Verfahren nach Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, daf
als Hydroxylderivate Cl-C5-Alkanole eingesetzt werden.

56. Verfahren nach Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, daf
als C1-C5-Alkanole Methanol, Ethanol, n-Propanocl, tert.-Butanol

und/oder Pentanole eingesetzt werden.

57. Verfahren nach Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, daf3

als Hydroxylderivat ein Aldit eingesetzt wixrd.

58. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 45, dadurch
gekennzeichnet, daR zum Immobilisieren der Nukleinsduren ein

Phenol oder Polyphenol eingesetzt wird.

59. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriche, daduxch
gekennzeichnet, da? zum Immobilisieren der Nukleinsauren

zumindest ein chaotropes Agens eingesetzt wird.

60. Verfahren nach Anspruch 59, dadurch gekennzeichnet, dafs
das chaotrope Agens ein Salz aus der Gruppe der

Trichloracetate, Thiocyanate, Perchlorate, Iodide oder
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Guanidinium-Hydrochlorid, Guanidinium-iso-thiocyanat oder
Harnstoff ist.

61. Verfahren nach Anspruch 59 oder 60, dadurch
gekennzeichnet, daR 0,01 molare bis 10 molare wasserige

Lésungen des zumindest einen chaotropen Agens allein oder in
Kombination wmit anderen Salzen zum Immobilisieren  der

Nukleinsduren eingesetzt werden.

62. Verfahren nach Anspruch 61, dadurch gekennzeichnet, daB
0,1 molare bis 7 molare wasserige Ldésungen des zumindest einen
chaotropen Agens allein oder in Kombination mit anderen Salzen

zum Immobilisieren der Nukleinsduren eingesetzt werden.

63. Verfahren nach Anspruch 62, dadurch gekennzeichnet, daf
0,2 molare bis 5 molare wasserige Lésungen des zumindest einen
chaotropen Agens allein oder in Kombination mit anderen Salzen

zum Immobilisieren der Nukleinsduren eingesetzt werden.

64. Verfahren nach einem der Anspriche 59 bis 63, dadurch
gekennzeichnet, daf} eine wasserige Losung von
Natriumperchlorat, Guanidinium-Hydrochlorid, Guanidinium-iso-
thiocyanat, Natriumiodid und/oder Kaliumiodid zum

Immobilisieren der Nukleinsduren eingesetzt wird.

65. Verfahren nach einem der Anspriche 38 bis 64, dadurch
gekennzeichnet, da zum Waschen der immobilisierten
Nukleinsduren eine Salz- oder eine Pufferldsung gemall einem der

Ansprliche 46 bis 64 eingesetzt wird.

66. Verfahren nach einem dexr Ansprliche 9 bis 65, dadurch

gekennzeichnet, daR die Oberfldche eine Membran ist.

67. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 8 und 66, dadurch

gekennzeichnet, daf’l die Membran eine hydrophobe Membran ist.
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68. Verfahren nach Anspruch 67, dadurch gekennzeichnet, daf

die hydrophobe Membran aus einem Polymer mit polaren Gruppen
aufgebaut ist.

69. Verfahren nach Anspruch 67 oder 68, dadurch
gekennzeichnet, daR die Membran eine hydrophile Membran mit
einer hydrophobisierten Oberflache ist.

70. Verfahren nach einem der Anspriche 67 bis 69, dadurch
gekennzeichnet, daR die Membran aus Nylon, einem Polysulfon,
Polyethersulfon, Polycarbonat, Polypropylen, Polyacrylat
Acrylatcopolymeren, Polyurethan, Polyamid, Polyvinylchlorid,
Polyfluorocarbonat, Polytetrafluoroethylen,
Polyvinylidendifluorid, Polyethylentetrafluorcethylen-
Copolymerisat, einem Polyethylenchlorotrifluoroethylen-
Copolymerisat, Celluloseacetat, Nitrocellulose,
Polybenzimidazole, Polyimide, Polyacrylnitrile,
Polyacrylnitril-Copolymere, Cellulosemischester,
Cellulosenitrat, oder Polyphenylensulfid besteht.

71. Verfahren nach Anspruch 69 oder 70, dadurch

gekennzeichnet, dafl die Membran aus einem hydrophobisierten
Nylon besteht.

72. Verfahren nach einem der Anspriiche 69 bis 71, dadurch
gekennzeichnet, daR die Membran mit einem

Hydrophobisierungsmittel aus der Gruppe der Paraffine, Wachse,

Metallseifen, ggf. mit Zusatzen an Aluminium bzw.
Zirkoniumsalzen, quartaren organischen Verbindungen,
Harnstoffderivate, fettstoffmodifizierten Melaminharze,
Silicone, zinkorganischen Verbindungen und/oder mit

Glutardialdehyd beschichtet ist.

BERICHTIGTES BLATT (REGEL 91)
ISA/EP
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73. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 8 und 66, dadurch
gekennzeichnet, daf3 die  Membran eine hydrophile oder

hydrophilisierte Membran ist.

74. Verfahren nach Anspruch 73, dadurch gekennzeichnet, dal
die Membran aus hydrophilisiertem Nylon, Polyethersulfon,
Polycarbonat, Polyacrylat, Acrylatcopolymeren, Polyurethan,

Polyamid, Polyvinylchlorid, Polyfluorocarbonat,
Polytetrafluoroethylen, Polyvinylidendifluorid,
Polyethylentetrafluoroethylen-Copolymerisat, einem
Polyethylenchlorotrifluoroethylen-Copolymerisat,

Celluloseacetat, Polypropylen, Nitrocellulose,
Polybenzimidazole, Polyimide, Polyacrylnitrile,
Polyacrylnitril-Copolymere, Cellulosemischester, Polyester,

Polysulfon, Cellulosenitrat oder Polyphenylensulfid besteht.

75. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8 und 66 bis 74,
dadurch gekennzeichnet, daf die Membran einen Porendurchmesser
von 0,001 bis 50 Mikrometer, vorzugsweise 0,01 Dbis 20

Mikrometer, besonders bevorzugt 0,05 bis 10 Mikrometer besitzt.

76. Verfahren nach einem der Ansprtiche 9 bis 27, dadurch

gekennzeichnet, daf® die Oberflache ein hydrophobes Vlies ist.

77. Verfahren zur Fallung von Nukleinsduren mit den folgenden
Schritten

-Bereitstellen eines Isoliergefdsses mit zumindest einer darin

angeordneten Membran;

-Beschicken des Isoliergefdsses mit einer Nukleinsduren
enthaltenden Ldsung;
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-Prdzipitation der in der L&ésung enthaltenen Nukleinsduren mit
Alkohol, so daf? sich die Nukleinsauren an die zumindest eine

Membran binden,

dadurch gekennzeichnet, daff die Porengrdfle der zumindest einen

Membran grdéfier oder gleich 0,2 Mikrometer betragt.

78. Verfahren nach Anspruch 77, dadurch gekennzeichnet, dafR
Alkohol vor dem Beschicken des Isoliergefdsses mit der
Nukleinsduren enthaltenden Losung der Nukleinsduren

enthaltenden Ldsung zugegeben wird.

79. Verfahren nach Anspruch 77, dadurch gekennzeichnet, daf
Alkohol nach dem Beschicken des 1Isoliergefasses mit der
Nukleinsauren enthaltenden Loésung der Nukleinsduren

enthaltenden Ldsung zugegeben wird.

80. Verfahren nach einem der Anspruche 77 bis 79, dadurch
gekennzeichnet, dafl die Fldche der Membran so gewahlt ist, daf
die gesamten in der Ldsung enthaltenden Nukleinsduren an die

Membran binden kénnen.

81. Verwendung von Membranen mit einer PorengrdRe von grodfer

oder gleich 0,2 Mikrometer zur Bindung von Alkohol-gefdllten

Nukleinsauren.

82. Verwendung nach Anspruch 81, dadurch gekennzeichnet, dafs
die alkoholgef&dllten Nukleinsduren DNA und/oder RNA sind.

83. Verfahren nach einem der Anspriche 77 bis 80 oder
Verwendung nach einem der Ansprliche 81 wund 82, dadurch
gekennzeichnet, daff als Alkohol vorzugsweise C1-C5 Alkanole und

besonders bevorzugt Isopropancl verwendet wird.
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84. Verfahren nach einem der Anspriche 77 bis 80 und 83 oder
Verwendung nach einem der Anspriche 81 wund 82, dadurch
gekennzeichnet, daR das Volumenverhdltnis von Nukleinsaure
enthaltender Ldsung zu Isopropanol 2:1 bis 1:1, vorzugsweise

1,67:1 bis 1:1, und besonders bevorzugt 1,43:1 bis 1:1 betragt.

85. Verfahren nach einem der Ansprliche 77 bis 80, 83 und 84
oder Verwendung nach einem der ZAnspruche 81 bis 84, dadurch

gekennzeichnet, daf die Membran eine hydrophobe Membran ist.

86. Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 85, dadurch
gekennzeichnet, daf die hydrophobe Membran aus einem Polymer

mit polaren Gruppen aufgebaut ist.

87. Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 85 oder 86,
dadurch gekennzeichnet, daR die Membran eine hydrophile Membran

mit einer hydrophobisierten Oberfldche ist.

88. Verfahren oder Verwendung nach einem der Anspriliche 85 bis
87, dadurch gekennzeichnet, daf die Membran aus Nylon, einem
Polysulfon, Polyethersulfon, Polypropylen, Polycarbonat,
Polyacrylat, Acrylatcopolymeren, Polyurethan, Polyamid,
Polyvinylchlorid, Polyfluorocarbonat, Polytetrafluoroethylen,
Polyvinylidendifluorid, Polyethylentetrafluorocethylen-
Copolymerisat, einem Polyethylenchlorotrifluoroethylen-
Coplymerisat oder Polyphenylensulfid besteht.

89. Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 87 oder 88,
dadurch gekennzeichnet, daf die Membran aus einem

hydrophobisierten Nylon besteht.

90. Verfahren oder Verwendung nach einem der Ansprlche 87 bis
89, dadurch gekennzeichnet, daf die Membran mit einem
Hydrophobisierungsmittel aus der Gruppe der Paraffine, Wachse,

Metallseifen, ggf. mit Zusatzen an Aluminium bzw.
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Zirkoniumsalzen, quartaren organischen Verbindungen,
Harnstoffderivate, fettstoffmodifizierten Melaminharze,
Silicone, zinkorganischen Verbindungen und/oder mit

Glutardialdehyd beschichtet ist.

91. Verfahren nach einem der Anspriche 77 bis 80, 83 und 84
oder Verwendung nach einem der Anspriche 81 bis 86, dadurch

gekennzeichnet, daf die Membran eine  hydrophile  oder

hydrophilisierte Membran ist.

92. Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 91, dadurch
gekennzeichnet, daf die Membran aus hydrophilisiertem Nylon,
Polyethersulfon, Polycarbonat, Polyacrylat, Acrylatcopolymeren,
Polyurethan, Polyamid, Polyvinylchlorid, Polyfluorocarbonat,

Polytetrafluoroethylen, Polyvinylidendifluorid,
Polyethylentetrafluoroethylen-Copolymerisat, einem
Polyethylenchlorotrifluoroethylen-Copolymerisat,
Celluloseacetat, Cellulosenitrat oder Polyphenylensulfid
besteht.

93. Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 92, dadurch
gekennzeichnet, daR die Membran aus Celluloseacetat oder

Cellulosenitrat besteht.

94. Verfahren oder Verwendung nach einem der Anspriche 77 bis
93, dadurch gekennzeichnet, daR die Membran eine Porengrdffe von
gréfRer als 0,45 um aufweist.

95. Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 94, dadurch
gekennzeichnet, daf® die Membran eine Porengrdfle von grdfer als

0,6 um aufweist.

96. Automat, dadurch gekennzeichnet, daf? er das Verfahren

eines der Ansprliche 1 bis 80 und 83 bis 95 ausflihren kann.
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97. Automat nach Anspruch 96, dadurch gekennzeichnet, dafl er
mit zumindest eine Saugvorrichtung ausgestattet ist, die das
Zugeben von Puffern und Lésungen auf die Oberflache und von der

Oberflache weg ausfihrt oder ausflihren kann.
98. Isoliergefaf’y zur Isolierung von Nukleinsduren mit

zumindest einem zylinderfdrmigem Oberteil mit einer oberen
Offnung, einer unteren Offnung und einer Membran, die an der
unteren Offnung angeordnet ist und den gesamten Querschnitt des
Oberteils ausfiullt;

einem Unterteil mit einem absorbierenden Material; und

einem Mechanismus zur Verbindung =zwischen Oberteil und

Unterteil,

wobei bei hergestellter Verbindung die Membran in Kontakt mit
dem absorbierenden Material ist und bei nicht hergestellter
Verbindung die Membran nicht in Kontakt mit dem absorbierenden

Material ist.

99. Isoliergefdf nach Anspruch 98, dadurch gekennzeichnet, daf
das Unterteil ein Zylinder gleichen Durchmessers wie das
Oberteil ist.

100. Isoliergefd® nach Anspruch 98 oder 99, dadurch
gekennzeichnet, daR der Mechanismus ein Anschluf3 ist, der eine

raumliche Trennung von Oberteil und Unterteil erlaubt.

101. Isoliergef&fs nach Anspruch 100, dadurch gekennzeichnet,
daf’ der Anschluf ein Bajonettanschluf’ ist.

102. Isoliergefaf nach Anspruch 100, dadurch gekennzeichnet,
daR der AnschluR ein Schraubanschluf’3 ist.



WO 00/24927 108 PCT/EP99/02664

103. Isoliergefafs nach Anspruch 98 oder 99, dadurch
gekennzeichnet, daff der Mechanismus ein Schieber ist, der

zwischen absorbierendem Material und Membran einschiebbar ist.

104. Isoliergefafs nach Anspruch 98 oder 99, dadurch
gekennzeichnet, da? der Mechanismus eine Sollbruchstelle

zwischen Oberteil und Unterteil ist.

105. Isoliergefdf nach einem der Ansprliiche 98 bis 104, dadurch
gekennzeichnet, daf? das Oberteil ein Rdéhrchen ist, welches in

Reaktionsgefdffhalter einstellbar ist.

106. Isoliergefdf’ nach einem der Ansprlche 98 bis 105, dadurch
gekennzeichnet, dafd Oberteil und Unterteil ein R&hrchen bilden,

welches in Reaktionsgefdflbehdlter einstellbar ist.

107. Isoliergefaf nach einem der Anspriliche 98 bis 105, dadurch
gekennzeichnet, daR mehrere Oberteile auf einem Unterteil

angeordnet sind.

108. Isoliergef&f nach einem der Anspriiche 98 bis 107, dadurch
gekennzeilchnet, daRR das absorbierende Material einen Schwamm

aufweist.

109. Isoliergefd&f nach einem der Ansprliche 98 bis 108, dadurch
gekennzeichnet, daff das absorbierende Material ein Granulat
enthalt.

110. Verwendung des Isoliergefédsses nach einen der Ansprlche 98

bis 109 zur Analyse der Eigenschaften von Nukleinsduren.

111. Verwendung des Isoliergefisses nach einen der Anspriiche 98

bis 109 zur Isolierung von Nukleinsduren.
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112. Verwendung eines Isoliergefdsses nach einem der Anspriliche
98 bis 111 als Reaktionsgefdfs zur dauerhaften Immobilisierung
von Nukleinsduren an eine Membran, die den gesamten Querschnitt

des Isoliergefasses ausflillt.

113. Isoliergefafd zur Isolierung von Nukleinsduren mit
zumindest einem Oberteil mit einer oberen Offnung, einer
unteren Offnung und einer Membran, die an der unteren Offnung
angeordnet ist und den gesamten Querschnitt des Oberteils
ausfiullt;

einem Unterteil mit einem absorbierenden Material;

und einem das Oberteil zumindest 1im Bereich der Membran

umgebenden Mantel zur Aufnahme eines Kihlmittels.

114. Isoliergefdfs nach Anspruch 113, dadurch gekennzeichnet,
da der Mantel zwei Kompartimente aufweist, die voneinander
durch eine mechnisch zerstdrbare Trennwand getrennt sind und
jedes der Kompartimente eine L&sung enthdlt, wobei bei Mischung
der beiden Ldésungen nach Zerstdrung der Trennwand das
Kihlmittel entsteht.

115. Verwendung von Celluloseacetat, mnicht carboxyliertem,
hydrophoben Polyvinylidendifluorid, oder massivem, hydrophobem
Polytetrafluorethylen als Material zZur Anlagerung und

Isolierung von Nukleinsauren.

116. Verwendung nach Anspruch 115, dadurch gekennzeichnet, daf

das Material in Membranform verwendet wird.

117. Verwendung nach Anspruch 115, dadurch gekennzeichnet, daf}
das Material als Granulat verwendet wixrd.
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118. Verwendung nach Anspruch 115, dadurch gekennzeichnet, daf

das Material in Faserfom verwendet wird.

119. Verwendung nach Anspruch 118, dadurch gekennzeichnet, daf

die Fasern als Vlies angeordnet sind.

120. Kit zur Nukleinsdurenisolierung mit

-einem Immobilisierungspuffer;

-einem Elutionspuffer; und

-zumindest einem Isoliergefafd nach einem der Anspriche 98 bis
108 oder 113.

121. Kit nach Anspruch 120, dadurch gekennzeichnet, daf? es

weiterhin umfasst einen Waschpuffer.

122. Kit nach Anspruch 120 oder 121, dadurch gekennzeichnet,

daf3 es weiterhin umfasst einen Lysepuffer.

123. Kit nach einem der AnsprlUche 120 bis 122, dadurch
gekennzeichnet, daR es zur Durchfihrung der Verfahren nach

einem der Ansprliche 1 bis 81 oder 85 bis 95 geeignet ist.
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Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1)

GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fir bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstellt:

2 []

D Ansprache Nr.

Ansprtiche Nr.
weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behérde nicht verpflichtet ist, namlich

Anspriche Nr.

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen,
daB eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefihrt werden kann, namlich

weil es sich dabei um abhangige Anspriiche handett, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind.

Feid il

Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Die internationale Recherchenbehérde hat festgestellt, daB diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt:

—_

2 []

3.l:|

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs l:] Die zusatzlichen Gebuihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit.

siehe Zusatzblatt

Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriche.

Da fiir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der eine
zusitzliche Recherchengebiihr gerechtfertigt hatte, hat die Beharde nicht zur Zahlung einer solchen Gebiihr aufgefordert.

Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche, fir die Gebahren entrichtet worden sind, namlich auf die
Anspriche Nr.

Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebithren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher-

chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspriichen er-
faBt:

Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebihren erfolgte ohne Widerspruch.
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