(19) (19 DE 697 30 974 T2 2006.02.23

Bundesrepublik Deutschland
Deutsches Patent- und Markenamt

(12) Ubersetzung der europaischen Patentschrift
(97)EP 0 918 877 B1 symtcte: C12P 19/38 (2006.01)
(21) Deutsches Aktenzeichen: 697 30 974.6 C12P 19/34(2006.01)

(86) PCT-Aktenzeichen: PCT/US97/13440 C12N 1/06 (2006.01)

(96) Europaisches Aktenzeichen: 97 935 224.2 CO7H 21/02 (2006.01)

(87) PCT-Veréffentlichungs-Nr.: WO 98/004730 CO7H 1/06 (2006.01)

(86) PCT-Anmeldetag: 29.07.1997
(87) Veroffentlichungstag
der PCT-Anmeldung: 05.02.1998
(97) Erstverdffentlichung durch das EPA: 02.06.1999
(97) Veroffentlichungstag
der Patenterteilung beim EPA: 29.09.2004
(47) Veroffentlichungstag im Patentblatt: 23.02.2006

(30) Unionsprioritat: (84) Benannte Vertragsstaaten:
681922 29.07.1996 us BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, NL, SE
(73) Patentinhaber: (72) Erfinder:
Promega Corp., Madison, Wis., US SHULTZ, John, Verona, US; SMITH, E., Craig,
Oregon, US; STORTS, R., Douglas, Verona,
(74) Vertreter: Wisconsin 53593, US; BRISCO, Paula, Oregon,
LEINWEBER & ZIMMERMANN, 80331 Miinchen US; TOWNE, Frederiksen, Judy, Oregon, US;
SELMAN, Susanne, Madison, US; GROSCH,
Josephine, Mazomanie, US

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR ISOLIERUNG VON NUKLEINSAUREN UNTER ANWENDUNG VON ALKALINER
PHOSPHATASE

Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europa-
ischen Patents kann jedermann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte europédische Patent Einspruch
einlegen. Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begriinden. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Ein-
spruchsgebihr entrichtet worden ist (Art. 99 (1) Europaisches Patentliibereinkommen).

Die Ubersetzung ist gemaR Artikel Il § 3 Abs. 1 IntPatUG 1991 vom Patentinhaber eingereicht worden. Sie wurde
vom Deutschen Patent- und Markenamt inhaltlich nicht gepruft.




DE 697 30 974 T2 2006.02.23

Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Behandlung von Nucleinsaurelésungen, umfassend
Lésungen, die in Verfahren des Isolierens von Nucleinsaurematerial aus biologischen Proben erzeugt werden,
sodass das darin enthaltene oder daraus isolierte Nucleinsdurematerial fiir verschiedene Zwecke eingesetzt
werden kann. Einsatzgebiete der LOsung der verschiedenen Arten von Nucleinsdurematerialien, die gemaf
den Verfahren dieser Erfindung isoliert oder behandelt wurden, umfassen enzymatische Restriktionsverdau-
ung eines Desoxyribonucleinsaure-(DNA-)Materials von Interesse, um Gene zu klonieren, kartieren oder be-
arbeiten, DNA-Sequenzieren, um die Gegenwart eines Gens oder einer Mutation in einem DNA-Fragment zu
identifizieren, Hybridisierungstests von Ribonucleinsaure (RNA) oder von DNA zur Diagnose genetisch Gber-
tragbarer Krankheiten, zur Amplifikation von Nucleinsduren durch Polymerasekettenreaktion (PCR) oder an-
dere Zielamplifikationsverfahren zur Identifikation von Personen fir gerichtsmedizinische Zwecke oder zum
Nachweisen von Vaterschaften, oder zur Einfihrung von DNA in Saugetierzellen (Transfektion) zur Genthera-
pie oder zur Erforschung von Genexpression. Besonders betrifft ein Aspekt der vorliegenden Erfindung rasche
und wirksame Verfahren, in denen sichergestellt wird, dass Nucleinsaurematerialien, die aus einer biologi-
schen Probe isoliert wurden, wahrend des Isolationsverfahrens nicht abgebaut oder mit schadlichen Proteinen
wie Nucleasen kontaminiert werden. Ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft rasche und wirk-
same Verfahren zur Behandlung einer Losung eines Nucleinsdurematerials, um darin enthaltene Nucleasen
zu inaktivieren, worin jegliche aktive Nucleasen in der Lésung in der Lage sind, das Material abzubauen.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Zahlreiche diagnostische Verfahren, Forschungs- und Entwicklungsverfahren erfordern die Isolation
und Detektion spezifischer Nucleinsaure-(DNA- oder RNA-) Sequenzen, die in einer biologischen Probe vor-
handen sind. Beispielsweise werden Nucleinsaure-Detektionsverfahren eingesetzt, um Bakterien, Viren oder
andere Mikroorganismen zu identifizieren, deren Gegenwart die Ursache einer Infektionskrankheit bezeichnen
kann. Die Nucleinsauren der Zellen komplexerer Organismen, wie beispielsweise die DNA von menschlichen
Leukozyten, werden immer haufiger isoliert und getestet, um die Gegenwart einer Mutation nachzuweisen, die
mit Krebs oder einer genetischen Krankheit in Verbindung steht. Aus Proben von biologischen Geweben iso-
lierte Nucleinsduren wie Blut, die direkt von einem Menschen oder am Tatort abgenommen werden, werden
auch eingesetzt, um die Identitat des Menschen, von dem die Probe abstammt, beispielsweise fiir gerichtsme-
dizinische Zwecke oder zum Nachweis einer Vaterschaft, zu identifizieren. Nucleinsduren werden auch aus bi-
ologischem Gewebe isoliert, um Forschungs- und Entwicklungsverfahren wie Klonieren und Nucleinsdu-
re-Analyseverfahren durchzufiihren, die Fachleuten bekannt sind.

[0003] Bevor Nucleinsaurematerial fur jegliche der zuvor genannten Zwecke isoliert werden kann, ist es not-
wendig, die spezifische Nucleinsdure von Interesse in einer Probe biologischen Materials verfugbar zu ma-
chen. Haufig ist die Nucleinsaure innerhalb einer Bakterienzelle, einer Pilzzelle, eines Virusteilchens oder der
Zelle eines komplexeren Organismus wie menschlichen Leukozyten oder einer Pflanzenzelle enthalten.

[0004] Solche Zellen oder Teilchen kdnnen chemisch oder enzymatisch behandelt werden, um die Wande
solcher Organismen aufzulésen oder zu denaturieren, was dazu fihrt, dass die Nucleinsauren freigesetzt wer-
den. Dieses Auflésungsverfahren wird tGblicherweise als ,Lyse" bezeichnet. Die resultierende Losung, die sol-
ches lysiertes Material enthalt, wird als ein ,Lysat" bezeichnet.

[0005] Bedauerlicherweise fihrt solche Freisetzung zum Abbau von Nucleinsauren, und zwar durch endoge-
ne Nucleasen, die in der Probe vorhanden sind und in solch groRen Mengen gegenwartig sein kdnnen, dass
Zerstorung der Nucleinsauren sofort mit der Freisetzung von Nucleinsauren einsetzt. Jegliche Nucleasen, die
am Ende jeglichen darauf folgenden Reinigungsverfahrens verbleiben, kbnnen weiterhin verbleibende, intakte
Nucleinsauren abbauen, bis nichts Nutzliches von der anfanglichen Sequenz all dieser Nucleinsauremolekile
mehr vorhanden ist. Nucleasen sind in den meisten biologischen Proben im UbermaR vorhanden und sind ge-
genuber Behandlungen, die bekannt sind, um andere Enzyme zu inaktivieren, oft extrem resistent. Desoxyri-
bonucleasen (DNasen) wie Endonuclease | werden auf natirliche Weise in grof3en Mengen durch zahlreiche
der gangigsten Stamme von Bakterienzellen produziert, die heutzutage zum Klonieren, Transformieren und
Testen von DNA eingesetzt werden. Siehe beispielsweise die Erlauterung und Liste von end-A+-Stammen von
Escherichia coli (E. coli) von Schoenfeld et al. in Promega Notes 53, 13-21 (1995). Ribonucleasen (RNasen)
sind in den meisten, wenn nicht in allen biologischen Proben im UbermaR vorhanden.
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[0006] Andere Proteine, die in dem Lyseverfahren biologischen Materials freigesetzt werden, kénnen zu zahl-
reichen anderen Problemen filhren. Endotoxine, ein Typ von Lipopolysaccharid-modifiziertem Protein, das von
zahlreichen Arten biologischen Materials freigesetzt wird, sind fur tierische Gewebekulturzellen toxisch und
kénnen Zielzellen téten, bevor eine Nucleinsdure enthaltende Sequenz von Interesse zu diesen Zellen trans-
formiert werden kann. So kénnen Endotoxine eine Nucleinsaureldésung, die damit kontaminiert ist, fir die
Transfektion von Gewebekulturzellen nutzlos machen, da die Zellen am Leben gehalten werden missen, um
von Nutzen zu sein. Darliber hinaus kdnnen Endotoxine auch Komplikationen bei Gentherapien verursachen,
einschlieBlich der mdglichen Einfihrung von Nucleinsauren in lebende Tiere.

[0007] Um mit dem Problem von Nucleasen und anderen unerwiinschten Produkten, die durch Lyse freige-
setzt werden, umzugehen, ist es auf dem Gebiet der Erfindung Ublich, zahlreiche Mittel einzusetzen, um Nuc-
leinsauren, die von einer biologischen Probe stammen, zu reinigen. Beispielsweise wurden anionische Deter-
genzien und chaotrope Mittel, wie Guanidinthiocyanat, gleichzeitig eingesetzt, um Nucleaseaktivitaten zu in-
aktivieren oder zu hemmen und um Nucleinsduren aus Zellen und subzellularen Strukturen freizusetzen. Lei-
der sind zahlreiche dieser Mittel auch potente Inhibitoren fiir die Enzyme, die in zahlreichen Standardverfah-
ren, wie Restriktionsverdauungs-, Transformations-, Amplifikations-, Targeting- und Hybridisierungsverfahren,
eingesetzt werden. Aufgrund all der zuvor genannten Faktoren wurde es Ublich, zusatzliche Isolationsschritte
einzusetzen, um diese Mittel zu entfernen, um zweckdienliche, im Wesentlichen intakte Nucleinsauren zu er-
halten.

[0008] Ein Ubliches Verfahren, das eingesetzt wird, um Nucleinsauren aus einem Lysat zu isolieren, ist, die
Nucleinsauren mittels eines niedermolekularen Alkohols aus der Lésung auszufallen. Da andere Makromole-
kile unter diesen Bedingungen auch ausgefallt werden und eine klebrige, schwer zu bearbeitende Masse bil-
den, die die Nucleinsauren einschlie3t, war es haufig notwendig, vor der Ethanolausfallung auf die Extraktion
der Probe mittels gefahrlicher organischer Lésungsmittelgemische zuriickzugreifen, die Phenol und/oder Chlo-
roform enthielten. In manchen Fallen, wenn anionische Detergenzien eingesetzt werden, werden Proteasen
eingesetzt, die in Gegenwart dieser Detergenzien aktiv sind, wie Proteinase K zum Beispiel, um Proteinkom-
ponenten der Probe teilweise abzubauen oder um Komponenten abzubauen, die durch die Lésungsbehand-
lung nicht extrahiert werden kénnen.

[0009] Es wird sicherlich erkannt werden, dass dieses zuvor genannte Isolationsverfahren mihsam, gefahr-
lich, arbeitsintensiv und langsam ist. Wird bei der Durchfiihrung dieses Verfahrens nicht hdchste Vorsicht wal-
ten gelassen, kann Restkontamination mit Nucleasen auftreten, und die Probennucleinsduren werden abge-
baut oder gehen verloren. Diagnostische Tests, die mit solchen Proben durchgefiihrt werden, kénnen aufgrund
solchen Abbaus falsche negative Resultate ergeben. Falsche negative Ergebnisse kénnen auch aufgrund che-
mischer Interferenzen erhalten werden, beispielsweise durch restliche anionische Detergenzien, chaotrope
Salze oder Ethanol, das in der Probe verbleibt und Zielamplifikationsverfahren hemmt. Wurden anionische De-
tergenzien und Proteasen eingesetzt, kann verbleibende proteolytische Aktivitat die Enzyme, die in Zielampli-
fikations- und/oder Hybridisierungsdetektions-Reaktionen eingesetzt werden, auch abbauen und so falsche
negative Ergebnisse liefern. So sind solche Verfahren zur Routinebearbeitung von biologischen Proben, die in
klinischen und gerichtsmedizinischen Laboratorien in beliebigen Mengen erhalten werden, nicht gut geeignet.

[0010] Auch weniger miihsame Verfahren zum Isolieren von Nucleinsauren sind bekannt. Ein solches Verfah-
ren, das ublicherweise eingesetzt wird, um RNA zu isolieren und zu reinigen, setzt magnetische Teilchen wie
paramagnetische Teilchen ein, um spezifische Nucleinsaure-Spezies aus einer Lysatldsung zu isolieren, die
Guanidinthiocyanat und ein anionisches Detergens enthalt. Siehe beispielsweise PolyATtract®-mRNA-Isolati-
on-Systems, wie sie im Katalog der Promega Corporation, S. 158-160 (1996), beschrieben werden; oder siehe
PCT-Veroffentlichung Nr. WO 96/09.308. Eine andere Art an Nucleinsaureisolationsverfahren setzt Silica ein,
um Plasmid-DNA aus einer Bakterienlysat-L6sung zu isolieren, die ein Guanidinsalz und eine Base enthalt.
Boom et al., J. Clinical Microbiol. 28(3), 495-503 (1990). Mehrere Harze auf Silicabasis sind fiir den Einsatz in
solchen Verfahren im Handel erhaltlich. Ein spezialisiertes, auf Silica basierendes Harz, wie eines der Wi-
zard™-DNA-Purification-System-Harze (im Handel bei Promega Corporation, Madison, WI, USA, erhaltlich)
wird beispielsweise dem Lysat zugesetzt und wird an die Nucleinsaure von Interesse wie Plasmid-DNA binden
gelassen. Das Harz wird anschlie3end auf eine Saule aufgetragen, mehrere Male unter Verwendung von Va-
kuum oder Zentrifugalkraft gewaschen, und die an das Harz gebundene Nucleinsdure wird dann aus der Saule
mittels eines Elutionspuffers oder Wasser eluiert.

[0011] Obwohl paramagnetische Teilchen und Harzverfahren wie jene eben zuvor erwahnte sehr rasche und

selektive Verfahren zum Isolieren von Nucleinsauren sind, garantieren sie weder die Inaktivierung von Nucle-
asen noch anderen schadlichen Proteinen an keinem Punkt des Verfahrens. In der Tat konnen Nucleasen so-
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gar in die Endlésung isolierter Nucleinsauren, die in solchen Verfahren produziert wird, Ubertragen werden. Die
Ubertragung von Nucleasen kann zu schwerwiegender Degradation von Nucleinsduren fihren, die zumindest
mittels des zweiten, Harzbasierten Reinigungsverfahrens isoliert werden, vor allem in Fallen, in denen die an-
fangliche DNA aus einem A+-Bakterienstamm isoliert wird. Siehe z. B. Schoenfeld et al., s. o.

[0012] Wie zuvor angemerkt wurden Proteasen verwendet, um Proteine in Nucleinsaure-Isolationsverfahren
enzymatisch abzubauen. Bis heute waren jedoch alle Proteasen, die eingesetzt wurden, um Nucleinsauren zu
isolieren, in den alkalischen pH-Bereichen, die in den meisten alkalischen Lysaten vorherrschen, inaktiv. Pro-
teinase K ist beispielsweise bei einem pH von 9 oder darlber relativ inaktiv und bei jedem pH Gber 10,5 véllig
inaktiv, was dem pH-Bereich eines typischen alkalischen Lysats entspricht. Andererseits weist Proteinase K
optimale Aktivitéat in dem anndhernd neutralen pH-Bereich (pH 7-8) auf, der im Allgemeinen bei Restriktions-
verdauung oder Amplifikationsreaktionen eingesetzt wird, wobei restliche Proteasenaktivitat in einem Nuclein-
saurepraparat Enzyme, die der DNA zugesetzt wurden, abbauen kann.

[0013] Saure Proteasen, eine andere Art an Proteasen, deren Einsatz in Nucleinsaureisolation bekannt ist,
schaffen zahlreiche andere Probleme. Das US-Patent Nr. 5.386.024, ausgegeben an Kacian et al. am 31. Ja-
nuar 1995 (das ,'024-Patent"), beschreibt beispielsweise ein Verfahren zum ,Einsatz einer sauren Protease,
um (eine) erwunschte Nucleinsdure(n), die in einer biologischen Probe vorhanden ist/sind, verfugbar zu ma-
chen". ('024-Patent, Anspruch 1.) Das Verfahren des '024-Patents besteht darin, den pH einer biologischen
Probe ,auf einen niedrigeren pH als jenen zu reduzieren, bei dem die in der Probe vorhandenen endogenen
Nucleasen aktiv sind, eine Protease zuzusetzen, die bei diesem niedrigen pH aktiv ist, die jegliche Nuclease
abbaut, die durch Aussetzen gegeniber diesem niedrigen pH nicht irreversibel inaktiviert wurden, und an-
schlieRend die Protease durch Anheben des pH zu inaktivieren" ('024-Patent, Spalte 3, Zeilen 5-11 des engl.
Orig.). Die Nucleinsdurekomponenten biologischer Proben, die mit sauren Proteasen gemall dem Verfahren
des '024-Patents behandelt wurden, sind ohne weitere Isolationsschritte zum direkten Einsatz in verschiede-
nen Detektionsverfahren verfiigbar. ('024-Patent, Spalte 6, Zeilen 39-41 des engl. Orig.). Dennoch merkt Ka-
cian auch an, dass der niedrige pH, der in ihrem Verfahren mit sauren Proteasen eingesetzt wird, zu Purinba-
senverlust und Kettenbruch in DNA fiihren kann ('024-Patent, Spalte 6, Zeilen 4-6 des engl. Orig.). Obwohl
dieses letzte Verfahren also zur RNA-Isolation gut geeignet ist, ist sein Einsatz zur Isolation intakter DNA doch
eingeschrankt.

[0014] Alkalische Proteasen (d. h. Proteasen, die bei einem pH von zumindest 10 aktiv sind) wurden zahlrei-
che Jahre in der Reinigungsmittelindustrie eingesetzt, um die Waschkraft von Waschmittel- oder anderen han-
delsmaRigen Reinigungsmittelzusammensetzungen zu verbessern. Siehe beispielsweise Von der Osten et al.,
J. Biotechnol. 28, 55-68 (1993); und Aehle et al., J. Biotechnol. 28, 31-40 (1993). Alkalische Proteasen, die
von Bacillus licheniformis (B. licheniformis) und Bacillus alcalophilus (B. alcalophilus) gereinigt sind, werden
weitldufig in Reinigungsmittelformulierungen eingesetzt und sind aufgrund ihrer im Vergleich mit Proteasen an-
derer Organismen geringen Toxizitat, ihrer Aktivitat bei basischen pH-Werten und ihrer Kompatibilitat mit Rei-
nigungsmitteln besonders bevorzugt. Solche Proteasen werden billig und in groRen Mengen zum Einsatz in
der Reinigungsmittelindustrie produziert. Ein Beispiel fir die zahlreichen patentierten Verfahren zur Herstel-
lung und Reinigung von alkalischen Proteasen aus diesen zwei Organismen gibt das US-Patent Nr. 5.439.817,
ausgegeben an Shetty et al. am 8. August 1995.

[0015] Die vorliegende Erfindung befasst sich mit dem Problem des Abbaus von Nucleinsauren nach Freiset-
zung der Nucleinsaure- und Proteinkomponenten aus biologischen Materialien im Laufe der Lyse in Gegenwart
eines basischen pH. Die vorliegende Erfindung befasst sich auch mit dem Problem von Proteintibertragung,
besonders der Ubertragung von Endotoxinen und Nucleasen in zahlreichen unterschiedlichen Nucleinséu-
re-Isolationsverfahren. Die vorliegende Erfindung setzt auf praktische Weise eine alkalische Protease ein, um
Nucleasen in biologischen Proben zu inaktivieren und abzubauen, wahrend die Nucleinsduren in der Probe fur
weitere Isolation unter Einsatz jedes beliebigen Verfahrens, das aus verschiedenen bekannten Verfahren zur
Nucleinsaureisolation ausgewahlt wird, verfligbar gemacht werden. Der Zusatz von alkalischer Protease zu bi-
ologischen Proben gemal dem Verfahren dieser Erfindung macht die Nucleinsauren in der Probe ausreichend
frei von hemmenden oder abbauenden Enzymen, sodass sie direkt zur Restriktionsverdauung, DNA-Sequen-
zierung, zum Klonieren und fiir Detektionstests wie Hybridisierungstests oder Zielamplifikationsverfahren ein-
gesetzt werden kdnnen. Die vorliegende Erfindung stellt ein rasches, einfaches und relativ ungefahrliches Ver-
fahren zum Entfernen von schadlichen Proteinen aus einer LOsung dar, das sicherstellt, dass intakte und ein-
satzfahige Nucleinsauren erhalten werden, sofern weitere Nucleinsaureisolation erwlinscht ist. Das Verfahren
dieser Erfindung bietet auch ein rasches und wirksames Mittel zum Verdauen von Proteinen wie Nucleasen,
die Nucleinsdauren hemmen oder beschadigen kénnen, was eine Einschrankung oder sogar vollstandige Zer-
stérung der Nutzlichkeit der so isolierten Nucleinsduren bedeuten kénnte.
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[0016] Die vorliegende Erfindung befasst sich auch mit dem Bedarf an Verfahren zur Behandlung von Nucle-
insdureldsungen, die Nucleasen enthalten, welche in der Lage sind, die Nucleinsauren abzubauen. Diese Aus-
fuhrungsform des Verfahrens dieser Erfindung bietet ein rasches und wirksames Mittel zum Inaktivieren der
Nucleasekomponenten solcher Ldsungen, wodurch die darin enthaltenen Nucleinsduren vor Abbau oder Zer-
stérung durch die Nucleasen geschitzt sind.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0017] Nun wurde herausgefunden, dass alkalische Protease eingesetzt werden kann, um die Qualitat von
Nucleinsauren, die aus biologischem Material isoliert wurden, durch die Verdauung schadlicher Proteine wie
Nucleasen im alkalischen pH-Bereich, der typischerweise bei alkalischen Lyseverfahrensschritten bekannter
Nucleinsaure-Isolationsverfahren eingesetzt wird, zu verbessern. Es wurde auch herausgefunden, dass alka-
lische Protease auch eingesetzt werden kann, um eine Nucleinsdurelésung so zu behandeln, dass die Nucle-
insauren vor Abbau oder Zerstérung durch in der Losung vorhandene Nucleasen geschitzt sind. Auch wurden
Sets fur den Einsatz beim Isolieren von Nucleinsdurematerial entwickelt, und zwar unter Verwendung von al-
kalischer Protease. Die grundlegenden Eigenschaften dieser zentralen Ausflihrungsformen der vorliegenden
Erfindung werden nachstehend zusammengefasst.

[0018] Eine Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Behandlung einer Nucleinsau-
relésung mit einer alkalischen Protease, worin die L6sung ein Nucleinsdurematerial und Proteine enthalt und
das Verfahren Folgendes umfasst:
(a) Einstellen des pH der Nucleinsaureldsung auf einen pH von zumindest 10, um eine alkalische Nuclein-
saurelésung zu bilden;
(b) Inkubieren der alkalischen Nucleinsaurelésung in Gegenwart der alkalischen Protease, bis die Proteine
im Wesentlichen inaktiviert sind; und
(c) Senken des pH der Lésung auf einen ausreichend niedrigen Wert, um die Proteasenaktivitat zu verrin-
gern.

[0019] Eine andere Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zum Isolieren von Nucle-
insaurematerial aus einer biologischen Probe, die Proteinmaterial und Nucleinsaurematerial enthalt, wobei das
Verfahren Folgendes umfasst:
(a) Suspendieren der biologischen Probe in einer Losung;
(b) Einstellen des pH der Lésung auf einen pH von zumindest 10 durch Zusetzen einer alkalischen Lyseld-
sung, um eine alkalische Lysatlésung zu bilden;
(c) Inkubieren der alkalischen Lysatlésung in Gegenwart einer alkalischen Protease, bis Proteine, die zum
Abbau des Nucleinsdurematerials fahig sind, im Wesentlichen inaktiviert sind; und
(d) Senken des pH der alkalischen Lysatlésung auf einen ausreichend niedrigen Wert, um die Proteasen-
aktivitat zu verringern.

[0020] Wiederum eine andere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist ein Set zum Isolieren eines
Nucleinsdaurematerials, wobei das Set Folgendes in getrennten Behaltern umfasst:
(a) eine Aliquote einer alkalischen Protease, worin die alkalische Protease zur Inaktivierung von Proteinen
fahig ist, die zum Abbau des Nucleinsaurematerials bei einem pH von zumindest 10 fahig sind; und
(b) eine Harzmatrix, die zur reversiblen Bindung des Nucleinsdurematerials fahig ist.

[0021] Die Bezeichnung ,Inkubieren", wie sie hierin verwendet wird, ist in einem weiten Sinn zu verstehen und
beschreibt das Halten einer Lésung Uber eine ausreichende Zeitspanne hinweg bei einer Temperatur, die ent-
weder unter, bei oder Giber Raumtemperatur liegt, bei der ein bestimmtes Enzym von Interesse ein bestimmtes
Substrat in der Losung aktiv verdaut. Spezifischer werden die Verfahren dieser Erfindung bei einer Temperatur
durchgefiihrt, bei der die alkalische Protease Proteine in der Lésung verdaut.

[0022] Auler explizit anders ausgeflihrt, wird die Bezeichnung ,Harzmatrix" hierin verwendet, um in weiterem
Sinne feste Harzteilchen zu beschreiben, die in der Lage sind, die Nucleinsaure von Interesse reversibel zu
binden, wobei die Harzteilchen in Form einer Teilchenaufschldmmung in einer Lésung, in Form von in einer

Saule gepackten Teilchen oder in Form von Teilchen, die in ein Filter oder eine Membran gebettet sind, vorlie-
gen.

KURZBESCHREIBUNG DER ZEICHNUNG(EN)

[0023] Fig. 1 ist eine Darstellung eines elektronischen Scans eines Agarose-Elektrophorese-Gels, das frak-
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tionierte Proben von Plasmid pGEM®-3Zf(+)DNA enthalt, die aus E.-coli-LE392-Bakterien (end-A+) unter Ver-
wendung von abnehmenden Mengen alkalischer Protease (Proben A1-, A2—, B1—-, B2—, C1-, C2—, D1-, D2-)
isoliert und anschlieend tUber Nacht bei 37°C in Kernpuffer inkubiert wurden, der ein Magnesiumsalz enthalt,
um restliche Nucleasen nachzuweisen (Proben A1+, A2+, B1+, B2+, C1+, C2+, D1+, D2+).

[0024] Fig. 2 ist eine Darstellung eines elektronischen Scans eines Agarose-Elektrophorese-Gels, das frak-
tionierte Proben von Plasmid pGEM®-3Zf(+)DNA enthalt, die aus E.-coli-Y1090-Bakterien (end-A+) unter Ver-
wendung derselben Konzentrationen alkalischer Protease und derselben Testbedingungen, wie sie fir Fig. 1
beschrieben wurden, isoliert wurden.

[0025] Fig. 3 ist eine graphische Darstellung von Absorptionswerten, die im Laufe der Testzeit in einem Pro-
teaseaktivitatstest von Plasmid-DNA-Proben unter Einsatz des Verfahrens dieser Erfindung, nach dem Erhit-
zen der Proben fur 0, 3, 5, 7 oder 9 Minuten auf 67°C, gemessen wurden.

[0026] Fig. 4 ist eine graphische Darstellung von Absorptionswerten, die im Laufe der Testzeit in einem Pro-
teaseaktivitatstest von Proben verdinnter Stammldsung alkalischer Protease nach dem Erhitzen fir 0, 3, 5, 7
oder 9 Minuten auf 67°C gemessen wurden.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0027] Die vorliegende Erfindung ist in einem Aspekt ein Verfahren zum Isolieren von Nucleinsaurematerial
aus einer biologischen Probe unter Einsatz einer alkalischen Protease, worin die biologische Probe Protein-
material und Nucleinsdurematerial umfasst, wie in der allgemeinen Beschreibung der Erfindung zuvor bereits
beschrieben wurde. In einem anderen Aspekt ist die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Behandlung einer
Nucleinsaurelésung mit einer alkalischen Protease, wobei die Lésung ein Nucleinsdurematerial und Nucleasen
umfasst, wie bereits in der allgemeinen Beschreibung der Erfindung zuvor beschrieben wurde.

[0028] Vorzugsweise wird eine alkalische Protease zum Einsatz in einem oder in beiden Verfahren dieser Er-
findung ausgewahlt, die die Verdauung von Makromolekdlen (z. B. Proteinen) in der Probe katalysiert, die den
beabsichtigten Einsatz der Probe beeintrachtigen oder Nucleinsauren, die aus der Probe isoliert wurden, ab-
bauen kénnen. Auch wird bevorzugt, alkalische Proteasen auszuwahlen, die das Verfligbarmachen der er-
wiinschten Nucleinsduren durch Hilfe in der Lyse oder Abbau von Zellwanden von Mikroorganismen, Virusp-
artikel, Ribosomen und/oder anderen Strukturen, die die erwiinschten Nucleinsauren in der Probe enthalten,
unterstitzen. Die Solubilisierung dieser Strukturen und das Freisetzen der Nucleinsauren erfolgt vorzugsweise
durch Einbinden eines Detergens in die alkalische Lyselosung oder alkalische Nucleinsaureldsung, um Subst-
ratproteine in der Losung zu denaturieren, wodurch deren Empfanglichkeit flir Proteaseverdauung gesteigert
wird. Die alkalische Protease und das Detergens stellen in dem am meisten bevorzugten Aspekt der alkali-
schen Lyseldsung, die in den vorliegenden Verfahren eingesetzt wird, gemeinsam sicher, dass Strukturen, die
das Nucleinsdurematerial enthalten, solubilisiert werden. Die alkalische Protease in der Lysatldsung stellt auch
sicher, dass zumindest manche der Proteine, die durch die Solubilisierung freigesetzt werden, besonders Nu-
cleasen, die die Nucleinsaure von Interesse abbauen kénnen, enzymatisch inaktiviert werden.

[0029] Die alkalische Protease, die fir den Einsatz im Verfahren dieser Erfindung ausgewahlt wird, muss
beim Verdauen von Proteinen bei einem pH von zumindest 10 aktiv sein. Die ausgewahlte alkalische Protease
muss auch beim Verdauen und Inaktivieren von Nucleasen aktiv sein. Die ausgewahlte alkalische Protease
verdaut vorzugsweise auch andere unerwinschte Proteine neben den Nucleasen, wie beispielsweise Endoto-
xine, und noch bevorzugter verdaut sie sogar andere unerwiinschte Komponenten.

[0030] Die bevorzugte alkalische Protease, die in beiden Verfahren der vorliegenden Erfindung eingesetzt
wird, wird aus einem der Bacillus-Bakterienstdmme isoliert, die dafiir bekannt sind, eine bei einem pH von 9
oder dariber aktive alkalische Protease zu produzieren, vorzugsweise eine alkalische Protease, die von B. li-
cheniformis oder B. alcalophilus gereinigt ist, doch am meisten bevorzugt eine alkalische Protease, die aus B.
licheniformis erhalten wird. Die bevorzugte alkalische Protease ist von mehreren verschiedenen Handelsquel-
len erhaltlich, wobei eine bevorzugte Quelle Valley Research, Inc., in South Bend, Indiana, ist. Diese Protease
ist aufgrund ihrer hohen Wirksamkeit beim Verdauen von Proteinen bei einem pH, der typischerweise zur Lyse
biologischer Proben in alkalischen Lyseverfahren nach dem Stand der Technik eingesetzt wird (d. h. bei einem
pH von 10 oder darliber), besonders bevorzugt. B. licheniformis sind auch deswegen bevorzugt, da sie im Han-
del leicht erhaltlich sind und da sie im Vergleich mit anderen organischen Ldsungsmitteln (wie Phenol) oder
anderen Proteasen (wie Proteinase K), die beide weitlaufig eingesetzt werden, um schadliche Proteine wah-
rend oder unmittelbar nach der Lyse zu inaktivieren, nur geringe Toxizitat aufweisen. Siehe z. B. das US-Patent
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Nr. 4.843.155, ausgegeben an Chomczynski am 27. Juni 1989.

[0031] Schritt (a) des Verfahrens zum Isolieren von Nucleinsauren dieser Erfindung und der erste Schritt in
einem bevorzugten Aspekt des Verfahrens zur Behandlung einer Nucleinsaurelésung dieser Erfindung um-
fasst das Suspendieren einer biologischen Probe in einer Losung. Vorzugsweise wird eine wie nachstehend
noch genauer beschriebene Suspensionsldsung eingesetzt. Die eingesetzte biologische Probe kann jede be-
liebige von zahlreichen unterschiedlichen Arten oder Gemischen biologischen Materials sein, umfassend Bak-
terienzellen, Viruspartikel, pflanzliches oder tierisches Gewebe.

[0032] Die Auswahl des Verfahrens zum Suspendieren einer bestimmten biologischen Probe in L6sung hangt
von der Beschaffenheit der Probe ab. Ein Pellet aus Bakterienzellen oder aus Tierblut beispielsweise kann im
Allgemeinen durch Zusatz einer Lésung und vorsichtigem Vermischen mit einer Pipette oder durch Umdrehen
suspendiert werden. Zahlreiche Formen von Pflanzen-, Tier- oder Pilzgeweben erfordern jedoch intensivere
Behandlung, bevor sie suspendiert werden, wie beispielsweise Einfrieren und Pulverisieren oder Homogeni-
sieren mit einem Mixer oder einer anderen mechanischen Mischvorrichtung.

[0033] Der Einsatz einer Suspensionslésung wird, wie zuvor erwahnt, bevorzugt. Eine Suspensionslésung
dieser Erfindung ist vorzugsweise eine wassrige Losung, und noch bevorzugter eine wassrige Losung, die ei-
nen Puffer umfasst, und sogar noch bevorzugter eine wassrige Lésung, die weiters einen Tris-HCI-Puffer um-
fasst, und besonders bevorzugt, die weiters einen Tris-HCI-Puffer mit pH 7,5 umfasst. Eine Suspensionslésung
dieser Erfindung umfasst vorzugsweise auch einen Chelatbildner, z. B. Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA).
Ist das zu isolierende Nucleinsdurematerial ein DNA-Material, so umfasst die Suspensionslésung vorzugswei-
se zusatzlich ein RNase-Enzym, das bei dem pH der Suspensionsldsung aktiv ist, und noch bevorzugter eines,
das das betreffende DNA-Material weder abbaut noch hemmt. Ein besonders bevorzugtes RNase-Enzym ist
RNase A.

[0034] In einem anderen Schritt eines bevorzugten Aspekts des Verfahrens dieser Erfindung wird der pH der
Suspensionslésung durch Zusatz einer alkalischen Lyseldsung auf einen alkalischen pH eingestellt. Die alka-
lische Lyseldsung umfasst eine Base, vorzugsweise eine Base, die stark genug ist, um den pH der Losung auf
ein Niveau zu heben, auf dem die alkalische Protease hochaktiv ist, die jedoch nicht so stark ist, dass sie das
zu isolierende Nucleinsaurematerial zerstort. Die bevorzugte Base ist eine wassrige Losung von Natriumhyd-
roxid. Die alkalische Lysel6ésung umfasst vorzugsweise weiters ein Detergens, vorzugsweise ein anionisches
Detergens, und noch bevorzugter Natrium-N-Laurylsulfat (SDS). Die Detergenskomponente der Lyselésung
zerstort die Lipidkomponenten biologischer Materialien wie die Zellwande von Pflanzen- oder Pilzzellen oder
die Membranen von Bakterien oder Tierzellen, wodurch sie jegliches Material wie Proteine oder Protein-Nuc-
leinsdure-Komplexe, die innerhalb dieser Zellwéande oder Membranen enthalten sind, zur Verdauung durch
eine alkalische Protease verfigbar macht. Im Fall von robusteren Zellwanden wie die Wande zahlreicher Pflan-
zen- oder Pilzzellen wird hierin erwogen, dass eine Base und/oder ein Detergens alleine oder zusammen die
Zellwande nicht ausreichend aufbrechen kénnen, um das Nucleinsdurematerial freizusetzen. In solchen Fallen
kann die Vorverdauung der Zellen mit z. B. einem anionischen Detergens und Proteinase K vor dem Zusatz
der alkalischen Lyseldsung notwendig sein, um angemessene Lyse sicherzustellen.

[0035] In einer anderen Ausflihrungsform des Verfahrens dieser Erfindung wird der pH der Nucleinsaurel6-
sung vorzugsweise vor der Behandlung mit alkalischer Protease unter Einsatz einer alkalischen Lysel6sung
derselben Zusammensetzung wie zuvor beschrieben eingestellt.

[0036] Die alkalische Protease muss in Lésungen fur Proteine vorhanden sein, die im Inkubationsschritt des
Verfahrens verdaut werden sollen. Die alkalische Protease kann jedoch der Lésung bei einem beliebigen fri-
heren Verfahrensschrittes zugesetzt werden, da sich nicht hochaktiv wird, bevor der pH auf 10 oder dartber
angehoben wird. Die alkalische Protease wird der LOsung vorzugsweise zugesetzt, nachdem der pH angeho-
ben wurde, besonders in Fallen, in denen das Verfahren eingesetzt wird, um ein DNA-Material zu isolieren, und
in denen eine RNase in der Lésung suspendierten biologischen Materials vorhanden ist oder ihr zugesetzt
wird. Die Menge erforderlicher alkalischer Protease, um abbauende Proteine im Lysat, z. B. Nucleasen, im We-
sentlichen zu inaktivieren, kann unter Einsatz eines einfachen Schutztests wie dem in Beispiel 6 beschriebe-
nen Test bestimmt werden.

[0037] Der Inkubationsschritt der Behandlungs- oder Isolationsverfahren dieser Erfindung wird vorzugsweise
durch Inkubieren der alkalischen Nucleinsaure- oder der alkalischen Lysatlésung bei einer Temperatur zwi-
schen 0°C und 67°C durchgefiihrt, bis Proteine, die in der Lage sind, das Nucleinsaurematerial abzubauen, im
Wesentlichen inaktiviert sind. Das Zeitausmal, das erforderlich ist, um wesentliche Inaktivierung solcher Pro-
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teine sicherzustellen, variiert je nach der ausgewahlten Inkubationstemperatur. Niedrigere Temperaturen ver-
langsamen enzymatische Aktivitat, wahrend héhere Temperaturen dazu neigen, diese Aktivitat bis zu dem
Punkt zu steigern, an dem die Inkubationstemperatur so hoch ist, dass zumindest ein gewisser Teil der Enzyme
inaktiviert ist. Die Inkubationstemperatur liegt vorzugsweise unter zumindest 45°C, noch bevorzugter unter zu-
mindest 37°C und am meisten bevorzugt bei etwa Raumtemperatur (25°C).

[0038] Die alkalische Nucleinsaure- oder Lysatlésung wird in Gegenwart der alkalischen Protease bei einer
ausreichend hohen Temperatur inkubiert, dass die Protease beim Verdauen des Proteinmaterials aus der Pro-
be aktiv ist, jedoch nicht bei solch einer hohen Temperatur, die das Nucleinsaurematerial beeintrachtigen kénn-
te. Es wird angenommen, dass unterschiedliche alkalische Proteasespezies bei unterschiedlichen Temperatu-
ren aktiv sind. Die im Verfahren dieser Erfindung eingesetzte, am meisten bevorzugte alkalische Protease ist
bei Raumtemperatur aktiv, und der Inkubationsschritt wird am meisten bevorzugt bei etwa dieser Raumtempe-
ratur zumindest etwa eine Minute lang, und am meisten bevorzugt zumindest etwa finf Minuten lang, durch-
gefihrt.

[0039] Die Verfahren dieser Erfindung kénnen eingesetzt werden, um jegliches Nucleinsaurematerial zu iso-
lieren. Am meisten bevorzugt wird es jedoch eingesetzt, um DNA zu isolieren. RNA neigt dazu, sich in Lésun-
gen, die Uber eine beliebige Zeitspanne hinweg auf einem hohen pH gehalten werden, zu zersetzen. Wird da-
her RNA gemal den Verfahren dieser Erfindung isoliert, so muss dies bei einem ausreichend niedrigen pH
erfolgen, sodass RNA nicht abgebaut wird, jedoch bei einem ausreichend hohen pH, sodass die alkalische
Protease aktiv ist. DNA kann sehr hohe pH-Werte uberleben, ohne beeintrachtigt zu werden. Wird sie jedoch
Uber lange Zeit hinweg auf einem hohen pH-Wert gehalten, so neigt auch DNA dazu, zu denaturieren und be-
schadigt zu werden. Folglich sollte bei der praktischen Durchflihrung des Verfahrens dieser Erfindung die Ly-
selésung nicht langer auf einem pH gehalten werden, bei dem die alkalische Protease aktiv ist (auf dem ,hohen
pH") als notwendig ist, um zu ermdéglichen, dass die alkalische Protease alle oder im Wesentlichen alle der in
der Losung vorhandenen Nucleasen verdaut. Die Lyselésung wird vorzugsweise nicht langer als 30 Minuten
auf einem hohen pH gehalten, noch bevorzugter nicht Ianger als 15 Minuten, sogar noch bevorzugter nicht lIan-
ger als 10 Minuten, und am meisten bevorzugt nicht langer als 5 Minuten.

[0040] In einem weiteren Schritt der Verfahren dieser Erfindung wird der pH der alkalischen Nucleinsaure-
oder Lysatlésung nach Inkubieren mit alkalischer Protease auf einen pH abgesenkt, der ausreichend ist, um
die Protease weniger aktiv zu machen. Im Allgemeinen wird angenommen, dass eine in der Lésung vorhan-
dene Protease durch Reduzieren des pH der L6sung um zumindest 1 pH-Einheit weniger aktiv gemacht wird.
In einer bevorzugten Ausfiihrung wird die alkalische Protease (im Gegensatz zur lediglichen Reduktion der Ak-
tivitat) inaktiv gemacht, vorzugsweise durch Herabsetzen des pH auf unter pH 8, noch bevorzugter durch He-
rabsetzen des pH des Gemisches auf zumindest einen so niedrigen pH wie neutralen pH, und am meisten be-
vorzugt durch Herabsetzen des pH auf einen pH, der neutral oder etwa neutral ist. Bei manchen alkalischen
Proteasen ist das Herabsetzen des pH auf den bevorzugten pH-Bereich ausreichend, um weitere proteolyti-
sche Verdauung im Gemisch véllig zu stoppen, und es kann das Enzym sogar irreversibel denaturieren und
inaktivieren. Bei anderen alkalischen Proteasen kann es erforderlich sein, auf ein Erhitzen der Probe zuriick-
zugreifen, um véllige Inaktivierung der Protease zu erreichen. Die am meisten bevorzugte alkalische Protease,
eine alkalische Protease, die von B. licheniformis isoliert wurde, kann durch Erhitzen einer die Protease ent-
haltenden Lésung auf 67°C fiir nur 5 Minuten véllig inaktiviert werden. In der Zeit, in der die Proteinkomponen-
ten des Lysats mit der alkalischen Protease verdaut und der pH herabgesetzt wird, (iberleben die Nucleinsau-
ren ohne Beeintrachtigung ein Heizverfahren bei diesem niedrigeren pH.

[0041] Wurde die alkalische Proteaseaktivitat erst einmal reduziert oder inaktiv gemacht, kdnnen die verblei-
benden Nucleinsauren in Losung direkt in verschiedenen Anwendungen eingesetzt werden oder aus anderen
Materialien im Gemisch durch Durchfiihren eines zusatzlichen Isolationsschritts, der Fachleuten bekannt ist,
isoliert werden.

[0042] Wird der pH der alkalischen Lysatlésung auf etwa einen neutralen pH herabgesetzt, bildet sich bli-
cherweise ein Niederschlag. Ist die lysierte biologische Probe zellulares Material wie z. B. Bakterienzellen, so
setzt sich der in diesem Verfahrensschritt gebildete Niederschlag erstrangig aus Proteinen, Polysacchariden,
Lipiden und genomischer DNA zusammen. Wird es nicht entfernt, so kann dieser Niederschlag das Nuclein-
saurematerial in manchen Anwendungen in darauf folgenden Verfahren beeintrachtigen. Folglich wird in einer
bevorzugten Ausfihrungsform des Verfahrens dieser Erfindung jeglicher Niederschlag, der im Laufe des Akti-
vitatsreduktions-/Inaktivierungsschritts der alkalischen Protease gebildet wird, entfernt, damit ein geklartes Ly-
sat gebildet wird. Der Niederschlag kann durch Filtrieren oder Zentrifugieren entfernt werden, wird jedoch am
meisten bevorzugt durch Zentrifugieren entfernt. Wird der Niederschlag in einen Zentrifugenbehalter gegeben
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und Zentrifugalkraft ausgesetzt, bildet er ein Pellet am Boden und den Wanden des Behalters, sodass das ge-
klarte Lysat durch Dekantieren oder Pipettieren entfernt werden kann. Das Nucleinsaurematerial im geklarten
Lysat kann dann direkt eingesetzt werden oder kann unter Verwendung jeder beliebigen Anzahl an bekannten
Isolationsverfahren weiter isoliert werden.

[0043] In einer bevorzugten Ausfihrungsform dieser Erfindung wird Nucleinsaurematerial im geklarten Lysat
(siehe oben) aus anderen biologischen Materialien in der LOsung unter Einsatz weiterer Isolationsschritte iso-
liert. Obgleich drei solche Verfahren, die zum Einsatz in dieser Erfindung geeignet sind, nachstehend beschrie-
ben, so beschrankt sich die vorliegende Erfindung selbstverstandlich nicht auf diese Verfahren.

[0044] Ein erstes geeignetes, zusatzliches Isolationsverfahren umfasst das Ausfallen der Nucleinsauren mit
Alkoholen. Alkohol wird dem geklarten Lysat zugesetzt und fihrt zur Ausfallung der Nucleinsauren. Die Nucle-
inséure wird dann durch Zentrifugieren gesammelt, und der Uberstand wird entfernt. Der DNA-Niederschlag
wird dann in einem geeigneten wassrigen Puffer neuerlich gelést. H. C. Birnboim, Methods in Enzymology,
Band 100, 243-255 (1983); H. C. Birnboim und J. Doly, Nucleic Acids Res., Band 7, 1.515-1.523 (1979).

[0045] Ein zweites, zusatzliches Isolationsverfahren, das zum Einsatz im Verfahren dieser Erfindung geeignet
ist, verwendet magnetische Teilchen, um das Nucleinsdurematerial von Interesse zu isolieren. In diesem Ver-
fahren wird das Nucleinsaurematerial reversibel an ein magnetisches Teilchen gebunden, und Magnetkraft
wird eingesetzt, um die gebundene Nucleinsaure von anderen biologischen Materialien in der Lésung zu tren-
nen. Das Nucleinsdurematerial wird dann vom Teilchen in eine zweite Lésung freigesetzt. Das magnetische
Teilchen ist vorzugsweise ein paramagnetisches Teilchen, und noch bevorzugter ein paramagnetisches Teil-
chen, das fiir den Einsatz zum Isolieren von Nucleinsauren bereits getestet wurde. Streptavidin MagneSphere®
Paramagnetic Particles, die im Handel bei Promega Corporation, Madison, Wisconsin, erhaltlich sind, sind be-
sonders bevorzugte paramagnetische Teilchen. Ein bevorzugtes Verfahren zuséatzlich isolierender Nucleinsdu-
ren unter Einsatz von magnetischen Teilchen wird in der PCT-Veréffentlichung Nr. WO 96/09.308 beschrieben.

[0046] Ein drittes und am meisten bevorzugtes Isolationsverfahren setzt eine Harzmatrix ein, um das Nucle-
insaurematerial reversibel zu binden. Das geklarte Lysat wird einer geeigneten Harzmatrix in Gegenwart einer
ausreichenden Menge eines chaotropen Mittels zugesetzt, um die Nucleinsdure dazu zu bringen, sich an die
Harzkomponente der Matrix zu binden. An das Harz gebunden, wird der Nucleinsaure/Harz-Komplex vorzugs-
weise zumindest einmal gewaschen, und dies unter Einsatz einer dulReren Kraft wie Zentrifugalkraft oder eines
Vakuums, um die Waschldsung zu entfernen. Das Nucleinsdurematerial wird dann aus der Harzmatrix unter
Einsatz eines Elutionspuffers oder von Wasser freigesetzt.

[0047] Das zum Einsatz in dem zuvor beschriebenen Verfahren bevorzugte Harz sind auf Silica basierende
Teilchen. Geeignetes Silica-Harzmaterial zur reversiblen Bindung von Nucleinsauren umfasst Glaspulver und
Diatomeenerde. Siehe z. B. das US-Patent Nr. 5.075.430, ausgegeben an Little am 24. Dezember 1991; oder
das US-Patent Nr. 5.155.018, ausgegeben an Gillespie et al. am 13. Oktober 1992. Das in bevorzugten Isola-
tionsverfahren dieser Erfindung eingesetzte Harz besteht aus festen Teilchen von Silicamaterial in einer Matrix.
Jede beliebige Anzahl an verschiedenen Harzmatrixformaten kann fiir den Einsatz in Nucleinsaure-Isolations-
verfahren dieser Erfindung erwagt werden, umfassend Silica-basierte Harzteilchen in Form einer Flissig-
keits/Teilchen-Aufschlammung, in Form einer gepackten Saule oder in Form eines Filters oder einer Membran.
Eine bevorzugte Harzmatrix ist eine, die aus den Harzaufschlammungen oder gepackten Saulen besteht, die
im Handel bei Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA, fiir den Einsatz mit ihren Wizard™-DNA-Puri-
fication-Systems erhaltlich sind. Eine noch bevorzugtere Harzmatrix ist eine, die aus den eingebetteten Filter-
materialien besteht, die im Handel bei Ansys Corporation, Irvine, Kalifornien, erhaltlich sind. Besonders bevor-
zugt ist das SPEC™-Silica-Scheibenmaterial, erhaltlich bei Ansys. Andere bevorzugte, im Handel erhéltliche
Harzmatrizes werden von Qiagen Corporation mit deren eigenen DNA-Reinigungssystemen vertrieben. Ge-
eignete Silica-basierte Harzzusammensetzungen fiir den Einsatz im vorliegenden Verfahren werden auch in
der PCT-Veréffentlichung Nr. WO 95/06.652 beschrieben.

[0048] Fachleute, die Experten auf dem Gebiet der Nucleinsdurenreinigung sind, werden erkennen, dass die
Verfahren dieser Erfindung auch eingesetzt werden kénnten, um die Qualitat jedes beliebigen Nucleinsaure-
materials, umfassend RNA, die aus einer Vielzahl biologischer Proben isoliert wird, zu verbessern. Eines der
Standardverfahren zur RNA-Extraktion umfasst den Aufschluss von Gewebe in Gegenwart einer hohen Kon-
zentration an chaotropen Salzen wie Guanidinthiocyanat, gefolgt von organischer Extraktion mit einem Ge-
misch aus Phenol und Chloroform. Bei dieser Extraktion teilt sich die RNA in die wassrige Phase auf, und Kon-
taminanten wie DNA und denaturierte und inaktivierte Proteine teilen sich in die organische Phase bzw. Inter-
phasenschichten auf. Eine einzelne Extraktion entfernt oder inaktiviert jedoch nicht alle der kontaminierenden
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Nucleasen wirksam und erfordert daher mehrfache Extraktionen. Jede Extraktion fiihrt jedoch zu einer redu-
zierten Gewinnung an RNA aus der Probe. Das Entfernen von Nucleasen, die RNA aus der Probe abbauen,
muss quantitativ sein. Diese Enzyme sind dafiir bekannt, sehr stabil zu sein, und kénnen wahrend langer La-
gerungszeiten der RNA wieder zu ihrer aktiven Form renaturieren. Dies kann zu einem langsamen Abbau der
RNA wahrend der Lagerung der Probe fiihren. Weiters sollte in Betracht gezogen werden, dass unterschiedli-
ches Ausgangsmaterial auch unterschiedliche Mengen an Ribonucleaseaktivitat enthalt, was es schwierig
macht, das Extraktionsverfahren fir alle Ausgangsmaterialien zu standardisieren.

[0049] Unter den geeigneten Bedingungen kann RNA reversibel gebunden und aus einem Silicateilchen elu-
iert werden. Es wird in Betracht gezogen, dass die wassrige Phase aus einer organischen Extraktion mit einer
alkalischen Protease behandelt werden kdnnte, worauf ein Reinigungsverfahren unter Einsatz eines Silicateil-
chens erfolgt.

[0050] Die vorliegende Erfindung wird weiters durch die folgenden Beispiele illustriert. Diese Beispiele sollen
die Erfindung illustrieren, sind jedoch nicht als Einschrankung oder Begrenzung des Schutzumfangs dieser Er-
findung zu sehen.

BEISPIELE

[0051] Die nachstehenden neun Beispiele veranschaulichen entweder eine der bevorzugten Ausfihrungsfor-
men des Verfahrens zum Isolieren von DNA dieser Erfindung, oder sie analysieren die isolierten Produkte einer
oder mehrerer Ausfiihrungsformen der bevorzugten Verfahrensform, die nachstehend dargestellt wird. Sofern
nicht anders angegeben, verwendeten alle Verfahren, die zum Isolieren von Plasmid-DNA in den nachstehen-
den Beispielen eingesetzt wurden, eine Harzmatrix aus Silicateilchen, die in eine Membran eingebettet waren,
insbesondere ein Paar an SPEC™-Silicafilterscheiben, die am Boden einer Zentrifugationssiule angeordnet
wurden, die ausreichend klein war, um in ein 2-ml-Mikrozentrifugenréhrchen zu passen. Diese spezifische An-
ordnung von Silicafilterscheiben und einer Zentrifugationssaule wird hierin nachstehend als ein ,Zentrifugati-
onskorb" oder als ein ,Korb" bezeichnet.

[0052] Die ersten vier nachstehenden Beispiele veranschaulichen die Wirkung des Isolierens eines spezifi-
schen Nucleinsdurematerials, Plasmid-DNA, aus zwei unterschiedlichen end-A+-Stdmmen von E.coli-Bakteri-
en, LE392 und Y1090, unter Einsatz unterschiedlicher Mengen an alkalischer Protease. Alle Beispiele setzten
zuvor beschriebene Zentrifugationskérbe ein, um das Nucleinsdurematerial von Interesse nach einem anfang-
lichen alkalischen Lyseschritt, der mit oder ohne alkalische Protease erfolgt, zusatzlich zu isolieren. AufRer
wenn es nachstehend angegeben wird, waren alle in diesen ersten vier Beispielen eingesetzten Lésungen
Komponenten der Wizard™-Plus-DNA-Purification-Systems-Sets, die bei Promega Corporation erhaltlich sind.
Es wurde beobachtet, dass die Menge an isolierter geschiitzter Plasmid-DNA aus den ersten Beispielen mit
der Menge an alkalischer Protease, die eingesetzt wurde, um Nucleasen im alkalischen Lyseschritt des hierin
eingesetzten, spezifischen Isolationsverfahrens zu verdauen, anstieg.

[0053] Alkalischer-Protease-Rest wurde in Beispiel 5 in Proben von Plasmid-DNA analysiert, die unter Ein-
satz Uberschissiger Mengen an alkalischer Protease im alkalischen Lyseschritt isoliert wurde. Die Mengen an
restlicher Protease war im Vergleich zur zugesetzten Menge auferst gering, wobei nur etwa 1/10.000 der zu-
gesetzten Menge in die Endlésung isolierter Plasmid-DNA Ubertragen wurde.

[0054] Beispiel 6 beschreibt die Aktivitatstests der alkalischen Protease, die im nachsten Beispiel eingesetzt
wurden. Im nachsten Beispiel, Beispiel 7, wurden verdinnte alkalische-Protease-Lésungen, entweder Lésun-
gen verdinnter Stammldsungen von Proteasen oder Lésungen von Protease-kontaminierten Lésungen von
isolierter Plasmid-DNA, getestet, um herauszufinden, ob die Proteasen in den Lésungen durch Erhitzen auf
67°C inaktiviert werden konnten. Das Erhitzen auf diese Temperatur fir nur finf Minuten zeigte, dass die alka-
lischen Proteasen in beiden Lésungstypen, den verdiinnten Stammldésungen oder den kontaminierten Plas-
mid-DNA-L6sungen, inaktiviert wurden.

[0055] Die letzten zwei DNA-Isolations- und -Analysebeispiele beschreiben Tests zur Identitat und funktionel-
len Reinheit von Plasmid-DNA, die unter Einsatz von alkalischer Protease gemaf dem Verfahren aus den Bei-
spielen 1 und 2 isoliert wurde. Im ersten der letzten beiden Beispiele, Beispiel 8, wurden Proben isolierter Plas-
mid-DNA unter Einsatz von automatisierten Fluoreszenz-Sequenzieren sequenziert, ein Sequenzier-Verfah-
ren, das fur seine Empfindlichkeit auf Kontaminanten in einer Probe bekannt ist. Dieser Test zeigte, dass die
Sequenz der isolierten Plasmid-DNA der Sequenz der Plasmid-DNA entspricht, die eingesetzt wurde, um die
Bakterienzellen zu transformieren, aus denen die DNA isoliert wurde, wodurch die Identitat der isolierten DNA
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bestatigt wurde. Die hohe Qualitat der resultierenden Sequenzierungsdaten bewiesen weiters die funktionelle
Reinheit der isolierten DNA.

[0056] Das letzte Beispiel, Beispiel 9, zeigte, dass isolierte Plasmid-DNA, die ein Gen von Interesse enthalt,
in Gewebekulturzellen transfiziert und dass das Gen darin erfolgreich exprimiert werden kann. In diesem Bei-
spiel wurde ein Plasmid, das ein Luciferase-Gen enthielt, in zwei unterschiedliche Gewebskulturzelllinien
transfiziert, wobei eine aus menschlichem Karzinomgewebe und die andere aus einem Hamsterovarium ge-
wonnen wurde. Nur Zellen, die mit Plasmid transfiziert waren, konnten Luciferase produzieren, da Luciferase
kein Protein ist, das von einer der getesteten Zelllinien natirlich produziert wird. Luciferase ist das Enzym, das
bekanntlicherweise der Hauptgrund dafir ist, dass Schwanze von Glihwirmchen glihen. Das Luciferase-Gen
ist ein beliebtes Reportergen, da seine Expression in den meisten Organismen leicht mittels eines Luminome-
ters detektiert und quantifiziert werden kann. Luciferase-Genexpression wurde in beiden Sets von Gewebekul-
turzellen, die mit isolierter Plasmid-DNA transfiziert waren, nachgewiesen, was darauf hinweist, dass die ge-
maRk dem Verfahren dieser Erfindung isolierte DNA ausreichend intakt und frei von Kontaminanten ist, um Ge-
webekulturzellen erfolgreich zu transfizieren.

[0057] Beispiel 10 veranschaulicht eine Ausfiihrungsform des Verfahrens der vorliegenden Erfindung, in der
das Verfahren eingesetzt wird, um eine Nucleinsaurelésung zu behandeln, die ein Nucleinsaurematerial und
Proteine enthalt.

[0058] Beispiel 11 beschreibt den Einsatz des Verfahrens dieser Erfindung, um eine wassrige Lésung von
RNA, die aus einem biologischen Material extrahiert wurde, zu produzieren und zu behandeln.

[0059] Beispiel 12 veranschaulicht den Einsatz einer Silica-Harzmatrix, um RNA aus der wassrigen Lésung
von RNA, die in Beispiel 11 produziert und behandelt wurde, zu isolieren.

[0060] Detaillierte Beschreibungen all dieser Beispiele werden nachstehend bereitgestellt.
BEISPIEL 1 - HERSTELLUNG EINES GEKLARTEN LYSATS

[0061] Das bestimmte Plasmid dieses Beispiels, Plasmid pGEM® 3Zf(+), wurde aus end-A+-Stdmmen von
E.-coli-Bakterien isoliert. Zwei solcher Stdmme, Y1090 und LE392, wurden mit diesem Plasmid transformiert
und getrennt voneinander in einer Ubernacht-Kultur von 2 x YT + 1% Glucose + Ampicillin heranwachsen ge-
lassen, einem reichen kompletten Medium, das die Produktion von Endonuclease im Vergleich mit Standard-
medien, wie Luria-Kulturlésung (Luria Broth, LB) oder einem Minimalmedium, erhdht. Die Bakterienzellen wur-
den dann durch Zentrifugieren geerntet, in Suspensionslésung bei einem Verhaltnis von 0,25 ml Suspensions-
I6sung zu einem Aquivalent von 10 ml Kultur resuspendiert, und je 250 ul wurden in jede einzelne von mehre-
ren Zentrifugalréhrchen aliquotiert.

[0062] Die resuspendierten Zellen bildeten eine gleichférmige, triibe Loésung in jedem Réhrchen. Die Zusam-
mensetzung der Suspensionslésung war: 50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 10 mM EDTA,; und 100 pg/ml RNase A. Die
Anzahl der Aliquoten von resuspendierten Zellen variierte je nach Anzahl der in den nachstehenden Beispielen
durchzufiihrenden Tests.

[0063] 250 pl einer alkalischen Zelllyselésung wurde den suspendierten Zellen zugesetzt und mit den Zellen
durch Umdrehen vermischt, wodurch die Ldsung innerhalb von 1-5 Minuten klar wurde (was die Bildung eines
Lysats anzeigt). Die Zusammensetzung der zugesetzten Lyselésung war 0,2 M NaOH und 1% SDS. Das re-
sultierende Lysat wies einen pH von etwa 10 auf.

[0064] 10 pl einer alkalischen Proteaselosung oder 10 pl alkalischer-Protease-Verdinnungspuffer wurden je-
der der Lysatproben zugesetzt. Die Zusammensetzung des Verdinnungspuffers war 25% 1,2-Propandiol,
3,2% Natriumborat bei einem pH von 6,3. Verschiedene Konzentrationen an alkalischer Protease wurden an
dieser Stelle des Verfahrens fir die zugesetzte alkalische Proteasel6sung eingesetzt. Die eingesetzten Kon-
zentrationen sind in den nachstehenden folgenden Beispielen angegeben. Die Proteaselésungen wurden
durch Verdinnen einer Stammldsung einer alkalischen Protease hergestellt, die aus B. licheniformis im oben
genannten Verdinnungspuffer isoliert wurden. Die in diesem und in den folgenden Beispielen eingesetzte al-
kalische Protease wurde bei Valley Research, South Bend, Indiana, USA (Produkt-Nr. APL660), erworben.
Wurden die 10 pl alkalische Protease oder Verdinnungspuffer einmal zugesetzt, wurde das Lysat durch Um-
kehren vermischt, und das resultierende Gemisch wurde 5 Minuten lang bei etwa Raumtemperatur inkubiert.
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[0065] Der pH des Gemischs wurde durch Zusatz von 350 pl einer sauren neutralisierenden Losung in jedes
Rohrchen mit dem Gemisch und durch Vermischen durch Umdrehen gesenkt. Ein Niederschlag wurde gebil-
det, der das Gemisch trib erscheinen lieR. Die Zusammensetzung der sauren neutralisierenden Lésung war:
4 M Guanidin-Hydrochlorid; 0,759 M Kaliumacetat; 1,62 M Eisessig bei einem pH von 4,2. Das triibe Lysatge-
misch wurde in einer Mikrozentrifuge 10 Minuten lang bei Raumtemperatur bei 14.000 x g zentrifugiert, wo-
durch ein geklartes Lysat mit einem Niederschlag-Pellet am Boden und den Wanden des Rohrchens gebildet
wurde.

BEISPIEL 2 — ISOLIEREN VON PLASMID-DNA AUS EINEM GEKLARTEN LYSAT

[0066] Ein Zentrifugationskorb wurde in ein 2-ml-Sammelréhrchen fir jede zu testende Probe gegeben. Das
geklarte Lysat wurde mittels einer Pipette in den Zentrifugationskorb Gbertragen. Der Korb wurde anschlieRend
bei 14.000 x g in einer Mikrozentrifuge 1 Minute lang bei Raumtemperatur zentrifugiert, was das geklarte Lysat
dazu brachte, durch die mit Silica impragnierte Membrankomponente des Zentrifugationskorbs durchzudrin-
gen. Der Korb wurde dann entfernt, die in dem Sammelréhrchen gesammelte Lésung verworfen und der Korb
in dasselbe Sammelréhrchen wieder eingefiihrt.

[0067] Die Inhalte der Kérbe wurden zweimal mit einer Waschlésung gewaschen, wobei die Waschlésung aus
0,01 M NaCl, 0,01 M Tris-HCI (pH 7,5) und 80% Ethanol bestand. Im ersten Waschschritt wurden dem Korb
750 pl Waschlésung zugesetzt, und die Korb/Réhrchen-Kombination wurde bei 14.000 x g in einer Mikrozen-
trifuge 1 Minute lang bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die in dem Sammelréhrchen gesammelte Lésung wur-
de wie zuvor verworfen. Im zweiten Waschschritt wurde unter Einsatz von 250 ul der Waschldsung dasselbe
Verfahren wiederholt.

[0068] Der Korb wurde dann in ein sauberes 1,5-ml-Mikrozentrifugenrohrchen transfiziert, wobei sorgfaltig
darauf geachtet wurde, dass keine Waschlésung mit dem Korb tibertragen wurde. Die Plasmid-DNA wurde aus
dem Harz im Korb durch Zusatz von 100 pl Nuclease-freiem Wasser und einminttiges Zentrifugieren der Probe
bei 14.000 x g in einer Mikrozentrifuge bei Raumtemperatur eluiert. Die Korbanordnung wurde dann aus dem
Roéhrchen entfernt und verworfen. Das Réhrchen mit isolierter Plasmid-DNA wurde abgeschlossen und bei
+4°C stehen gelassen, bis sie in den in den nachstehenden Beispielen beschriebenen Tests eingesetzt wur-
den.

BEISPIEL 3 - TESTEN VON ALKALISCHEN-PROTEASE-KONZENTRATIONEN, DIE PLASMID-DNA
SCHUTZEN

[0069] In diesem Beispiel wurden verschiedene Mengen an alkalischer Protease im alkalischen Lyseschritt
des Verfahrens zur Produktion geklarten Lysats aus Beispiel 1 eingesetzt. Das Isolationsverfahren aus Beispiel
2 wurde dann eingesetzt, um Plasmid-DNA aus dem geklarten Lysat zu isolieren. Die resultierenden Losungen
von isoliertem Nucleinsdurematerial wurden getestet, um Folgendes zu bestimmen: (1) ob die Plasmid-DNA in
der Loésung signifikant genickt oder abgebaut war, und (2) ob die Lésung Nucleasen enthielt, die die Plas-
mid-DNA nach Ubernacht-Inkubation bei 37°C in 1 x -Kernpuffer nicken oder abbauen wiirden.

[0070] Die Kernpufferlésung, die in diesem Beispiel eingesetzt wurde, hatte zum Zweck, Enzymaktivitat, um-
fassend die Aktivitat von Nucleasen wie z. B. Endonuclease |, zu erleichtern. Die Zusammensetzung des ein-
gesetzten 1 x -Kernpuffers war wie folgt: 25 mM Tris-Acetat mit pH 7,8 (bei 25 °C), 100 mM Kaliumacetat, 10
mM Magnesiumacetat, 1 mM DTT. Der 10 x -Kern, der zur Erzeugung dieser 1 x -Lésung eingesetzt wurde,
wurde bei Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA, erworben.

[0071] Gel-Elektrophorese wurde eingesetzt, um zu bestimmen, ob die Plasmid-DNA aus den beiden zuvor
beschriebenen Tests abgebaut oder genickt war. Nachstehend wird eine detaillierte Beschreibung der in die-
sem Beispiel durchgefiihrten Tests gegeben.

[0072] Plasmid pGEM® 3Zf(+) wurde aus dem E.-coli-Stamm LE392 (end-A+) in zweifacher Ausfiihrung fir
Praparate isoliert, die 10 pl Proteasel6sungen einsetzten, die Folgendes enthielten: 3,7 mg Protease/ml (Pro-
ben A1 und A2); 470 pg Protease/ml (Proben B1 und B2); 58,5 pug Protease/ml (Proben C1 und C2); und 0 pg
Protease/ml (d. h. Verdinnungspufferkontrolle) (Proben D1 und D2). Die DNA wurde gemaf} dem in den Bei-
spielen 1 und 2 beschriebenen Verfahren isoliert.

[0073] Detektion von Endonucleaseaktivitat in den End-DNA-Praparaten wurde durch Aliquotieren von 15 pl
DNA in jeden der zwei getrennten Container, um sie als Duplikatproben einzusetzen, und durch Zusetzen von
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2 pl von 10 x Kernpuffer zu einer der Duplikatproben durchgefiihrt. Die Proben wurden anschlie3end bei 37°C
Uber Nacht inkubiert, wonach sie auf einem 1%igen Agarosegel in Tris-Acetat-EDTA-(TAE-)Elektrophoresepuf-
fer, der 0,5 mM lodpropylthiazol-Orange (IPTO), einen fluoreszierenden, Nucleinsdure farbenden Farbstoff,
enthielt, fraktioniert wurden. Nach dem Fraktionieren wurde das Gel dann mittels eines Fluorimager (Molecular
Dynamics) gescannt, um die DNA-Banden sichtbar zu machen. Fig. 1 ist eine Kopie des vom Scan dieses Gels
produzierten Bilds.

[0074] Die Gegenwart von intakter Plasmid-DNA auf einem Elektrophoresegel wird durch eine Bande super-
spiralisierter DNA angezeigt, die schneller wandert als die Dimer-, genickte Monomer- oder genickte Dimer-
banden, die haufig in Plasmid-DNA-Praparaten zu finden sind. Zusatzliche Banden kbnnen manchmal auch in
Plasmid-DNA-Praparaten gefunden werden, die langsamer wandern als jegliche beliebige Dimer- oder Mono-
merbande, die Multimeren und genickten Multimeren entsprechen. Das Gelbild aus Fig. 1 ist so angeordnet,
dass die am schnellsten wandernden Banden naher am unteren Rand der Seite liegen als die langsamer wan-
dernden Banden. Der Abbau von Plasmid-DNA in allen der zuvor beschriebenen Formen wird in solch einem
Gelbild durch das vdllige Verschwinden von oder den Riickgang der Intensitat in einer oder mehreren dieser
Banden im Vergleich mit einer Probe einer intakten DNA und/oder durch das Auftreten von Schmieren unter
den Hauptbanden, die die Gegenwart von abgebauter Plasmid-DNA mit niedrigerem Molekulargewicht an-
zeigt, aufgezeigt.

[0075] Fig. 1 zeigt die Ergebnisse der Duplikattests, die an den Proben von wie zuvor beschrieben isolierter
Plasmid-DNA (Proben A1, A2, B1, B2, C1, C2, D1 und D2) durchgefiihrt wurden. Im Spezifischen ist Fig. 1
eine Kopie des Bildes, das durch Scannen des Elektrophoresegels produziert wurde, das eingesetzt wurde,
um die Duplikatsproben (A1, A2 usw.) zu fraktionieren, in denen kein Kernpuffer zugesetzt wurde (angegeben
durch ein ,—"-Symbol nach der Probennummer), und dies neben einer Probe, die mit Kernpuffer inkubiert wurde
(angegeben durch ein ,+"-Symbol nach der Probennummer).

[0076] Bei Untersuchung von Fig. 1 zeigt sich, dass intakte Plasmid-DNA aus jeder der bearbeiteten Kul-
tur-Aliquoten gewonnen wurden (d. h. die Proben, die mit einem ,—"-Symbol in der Fig. bezeichnet sind). Eig. 1
zeigt auch, dass die Plasmid-DNA in den Duplikatproben, die in Gegenwart von Kernpuffer, der nicht mit Pro-
tease behandelt wurde (Proben D1+ und D2+), inkubiert wurden, véllig abgebaut wurde. Inkubierte Proben,
die wahrend der Isolation mit der gréf3ten Menge an Protease behandelt wurden (Proben A1+ und A2+), zeig-
ten keine Spur von Abbau, wobei jene, die mit einer mittleren Menge an Protease behandelt wurden (Proben
B1+ und B2+), ein signifikantes Ausmal} an Abbau aufweisen und jene, die mit der geringsten Menge an Pro-
tease behandelt wurden (Proben C1+ und C2+), véllig abgebaut wurden.

[0077] Dieses Beispiel zeigt, dass alkalische Protease eingesetzt werden kann, um den Abbau isolierter Plas-
mid-DNA zu unterbinden, sofern sie dem alkalischen Lysat wahrend des Isolierens der DNA zugesetzt wird.
Es zeigt weiters, dass die Menge an zugesetzter Protease empirisch fiir jede Protease unter Einsatz eines
Schutztestverfahrens, wie es zuvor beschrieben wurde, bestimmt werden muss. Wurde solch eine Bestim-
mung erst einmal durchgefihrt und sind die Konzentrationen an Protease, die die DNA schitzen, bestimmt, ist
es nicht mehr notwendig, das Experiment zu wiederholen, solange die Aktivitat der Protease und das Reini-
gungsverfahren unverandert bleiben. Dieses Beispiel zeigt, dass optimaler Schutz von Plasmid-DNA unter Ein-
satz des zuvor beschriebenen Isolationsverfahrens erhalten werden kann, sofern zumindest etwa 10 pl einer
Lésung von zumindest etwa 3,7 mg/ml alkalischer Protease im alkalischen Lyseschritt zugesetzt wird.

BEISPIEL 4 — ALKALISCHE PROTEASESCHUTZTESTS AN UNTERSCHIEDLICHEN E.-coli-STAMMEN

[0078] Plasmid pGEM® 3Zf(+) wurde von einem unterschiedlichen end-A+-Stamm von E. coli, Y1090, unter
Einsatz desselben Verfahrens und derselben alkalischen Proteasekonzentrationen wie in Beispiel 3 isoliert und
auf Endonuclease-Kontamination wie oben getestet.

[0079] Die Ergebnisse dieses Tests sind aus Fig. 2 deutlich ersichtlich, die ein Elektrophoresegel zeigt, das
wie in Beispiel 3 hergestellt, laufen gelassen und gescannt wurde. Die Proben wurden mit derselben
,+"/,—"-Nomenklatur versehen, die wie in Fig. 1 Inkubation mit oder ohne Kernpuffer oder Inkubation mit Was-
ser bezeichnet. Auch ein Proben-Nummerierungssystem, das dem aus Fig. 1 ahnlich ist, wurde eingesetzt,
wobei Proben E1 und E2 den Zusatz von 10 pl alkalischer Proteaselésung angeben, die 3,7 mg Protease/ml
enthielten, Proben F1 und F2 den Einsatz einer Protease-Lésung mit 470 pg Protease/ml angeben, Proben G1
und G2 den Einsatz einer Protease-Ldsung mit 58,5 ug Protease/ml angeben und Proben H1 und H2 keinen
Zusatz alkalischer Protease (d. h. 0 ug Protease/ml) angeben.
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[0080] Wie in Beispiel 3 wurde intakte Plasmid-DNA aus jeder getesten Probe gereinigt. Auch wie in Beispiel
3 wurde die Plasmid-DNA in den Proben, die mit Kernpuffer inkubiert wurden, in den Wasserkontrollen, wo kei-
ne alkalische Protease zugesetzt wurde (H1+ und H2+), und in den Proben mit der geringsten zugesetzten
Menge an Protease (G1+ und G2+) vdllig abgebaut. Die Plasmid-DNA wurde in den Proben mit einer mittleren
Menge an zugesetzter Protease (F1+ und F2+) etwas geschutzt. Kein Abbau wurde in den Proben mit der
grélten Menge an zugesetzter Protease (E1+ und E2+) beobachtet.

[0081] Daraus kann man in diesem Beispiel schlieRen, dass eine Proteaselésung, die zumindest etwa 3,7 mg
Protease/ml enthalt, eingesetzt werden kann, um gemalf dem Verfahren aus den Beispielen 1 und 2 isolierte
Plasmid-DNA vor Abbau durch Nucleasen zu schitzen, besonders wenn die DNA aus einem Bakteri-
en-end-A+-Stamm isoliert wird.

BEISPIEL 5 - TEST DER ALKALISCHEN-PROTEASE-UBERTRAGUNG IN DNA-PRAPARATEN

[0082] In diesem Beispiel wurde Plasmid-DNA aus einem end-A+-Stamm von E. coli unter Einsatz konzent-
rierter Lésungen alkalischer Protease im Verfahren von Beispiel 1 isoliert, um ein geklartes Lysat herzustellen,
und im Verfahren von Beispiel 2, um die Plasmid-DNA aus dem Lysat zu isolieren. Ein Uberschuss an alkali-
scher Protease wurde im Isolationsverfahren der zwei vorangehenden Beispiele eingesetzt, um zu bestimmen,
ob die unter solchen Bedingungen isolierte Plasmidlésung aktive alkalische Protease enthalt.

[0083] Plasmid pGEM® 3Zf(+) wurde vom E.-coli-Stamm LE392 (end-A+) in fiinffacher Ausfiihrung fiir Prépa-
rate isoliert, die 10 pl Proteaseldsungen einsetzten, die 15 mg Protease/ml, 10 mg Protease oder 7,5 mg Pro-
tease/ml enthielten. Ein viertes Dreifachset an Proben wurde ohne Zusatz von alkalischer Protease als Kon-
trolle eingebunden. Die DNA wurde unter Einsatz des oben in den Beispielen 1 und 2 beschriebenen Verfah-
rens isoliert.

[0084] Die Menge an alkalischer Protease in der End-DNA-L&sung wurde durch Zusatz jeweils der Halfte der
isolierten DNA-L6sung zu einem Reaktionsgemisch, das ein kolorimetrisches Substrat fir alkalische Protease
enthielt, und durch Bestimmen der Absorption der Losung bei 410 nm im Laufe der Zeit bestimmt. Die Steige-
rungsrate der Absorption bei 410 nm wurde dann mit einer Kalibrationskurve verglichen, die durch Messen der
Absorption von alkalischen Proteaseldésungen bekannter Zusammensetzung, die Mengen an alkalischer Pro-
tease im Bereich von 0 bis 25 ng Protease pro Test enthielten, konstruiert wurde. Die Steigerungsrate der Ab-
sorption in den Kalibrationsldsungen erwies sich im Verhaltnis zur Steigerung des Ausmales der Proteasekon-
zentration linear. Daher wurde die Menge der Protease in den Proben von isolierten DNA-Praparaten von der
Geschwindigkeit der Farbbildung, die fliir diese Proben bestimmt wurde, extrapoliert. Die nachstehende Tabelle
1 gibt die Proteasekonzentrationen, die in den Praparaten gefunden wurde, und das Verhaltnis der gefundenen
Protease zur wahrend der DNA-Isolation zugesetzten Protease an.

TABELLE 1
Konzentration der gesamte zugesetzte durchschnittliche Verhaitnis von
Proteaselésungen Protease verbleibende verbleibender zu

Protease zugesetzter Protease

0 mg/ml _ 0 ng 0 ng N/A
7,5 mg/ml 75.000 ng 2,0 ng 0,0000266
10 mg/ml ' 100.000 ng 4,13 ng 0,0000413
15 mg/mi 150.000 ng 7,75 ng 0,0000516

[0085] Es wurde erkannt, dass nur eine sehr geringe Menge der Uberschissigen Mengen zugesetzter Prote-
ase, d. h. weniger als etwa 0,01%, in die Lésungen von isolierter Plasmid-DNA, die in diesem Beispiel produ-
ziert wurden, Ubertragen wurde.

BEISPIEL 6 — VERFAHREN ZUM TESTEN DER AKTIVITAT ALKALISCHER PROTEASE

[0086] Dieses Beispiel beschreibt das Verfahren, das eingesetzt wurde, um die Aktivitat alkalischer Protease
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in den hierin dargebrachten Beispielen zu testen. Die in den Beispielen eingesetzte alkalische Protease, eine
von B. licheniformis isolierte Protease, spaltet Proteine an hydrophoben Resten, wobei sie solche Reste be-
trachtlich schneller spaltet als Proteinmolekile an hydrophilen oder geladenen Resten. Dieser Test profitiert
von der Spezifitdt des Enzyms und einem im Handel erhaltlichen Substrat fir solche Proteasen, um die Menge
der Protease in LOsung zu bestimmen.

[0087] Zweck dieses Tests ist es, zur Messung der Aktivitat von alkalischer Protease oder stark verdinnter
Lésungen der Protease eingesetzt zu werden. Er erfordert den Einsatz eines Mikrotiterplatten-Lesegerats und
bendétigt fur seine Durchfuhrung 1-3 Stunden. Der Test ist sehr empfindlich und kann so geringe Mengen wie
1 ng alkalische Protease/ml Lésung messen.

1. Materialien

— 0,5 M Tris-HCI, pH von 9,0, bei Raumtemperatur

— 20 mg/ml Ala-Ala-Phe-p-nitroanilid, Sigma Produkt A-9148 oder ein Aquivalent, das in Dimethylformamid
gelost ist

— 50 mM Natriumphosphat, pH 5,0

— Mikrotiterplatten mit klarem flachem Boden

— Miktrotiterplatten-Lesegerat, das in der Lage ist, Absorption im Bereich von 380-410 nm Wellenlange zu
lesen

2. Verfahren

a. Ein Testlésungsgemisch wird hergestellt. Ein ml der Losung wird durch Zusatz von 10 pl der Dimethyl-
formamid-L6sung zu 990 pl des 0,5-M-Tris-HCI-Puffers erzeugt. 200 pl der Testlésung werden in jeden Well
platziert, um beobachtet zu werden. Das Reagens wird bei allen Proben, Standards und Blindproben bend-
tigt.

b. Protease-Standards werden hergestellt. Die Menge der Ubertragung alkalischer Protease ist iiblicher-
weise sehr gering, sodass die Standards ublicherweise im Bereich von etwa 0 bis etwa 10 ng/Well liegen.
Die Standards kénnen durch Verdiinnen einer Stammldsung alkalischer Protease in 50 mM Natriumphos-
phat, pH 5,0, hergestellt werden.

c. Die Proben von DNA-Praparaten und Standards werden in die Wells gegeben, und die Platte wird mittels
eines Miktrotiterplatten-Lesegerats bei 410 nm gelesen.

[0088] Es ist nicht entscheidend, dass alle Tests zur gleichen Zeit begonnen werden. Das wirksamste Verfah-
ren zur Durchfiihrung des Tests reiht alle Tests nebeneinander auf und liest die Platte sehr knapp nach dem
letzten Zugeben ab. Die Werte der ersten Lesung sind als Werte fiir den Nullpunkt zu verwenden, und die Plat-
te ist 30—120 Minuten spater noch einmal abzulesen, wodurch die Absorptionsdifferenz in den Wells bestimmt
wird.

BEISPIEL 7 — INAKTIVIERUNG DES ALKALISCHEN-PROTEASE-RESTS IN DEN DNA-PRAPARATEN

[0089] Es kann manche Anwendung geben, in denen sogar sehr geringe Mengen an alkalischer Protease in
den End-DNA-Praparaten, wie z. B. die zuvor in Beispiel 5 beobachteten Mengen, den Einsatz der isolierten
DNA beeintrachtigen wirde. Fur solche Anwendungen wirde es nitzlich sein, ein einfaches und rasches Ver-
fahren zur Verfiigung zu haben, um die Proteaseaktivitat im Praparat vollig auszuschalten. Dieses Beispiel
zeigt die Wirksamkeit eines solchen Verfahrens zum Inaktivieren verbleibender alkalischer Protease, d. h.
durch Erhitzen der Probe.

[0090] Um die Mindestzeit zu bestimmen, die erforderlich ist, um alkalische Protease, die in eine isolierte
Plasmid-DNA-L6sung Gbertragen wurde, zu inaktivieren, wurden mehrere der Proben alkalischer Protease, die
isolierte Plasmid-DNA-L&sungen aus Beispiel 5 (s. 0.) enthielten, fir weitere Tests gesammelt. Die einzelne
Probe aus gesammeltem Material wurde gut vermischt und in fiinf neue Proben fiir weitere Tests aufgeteilt, wie
nachstehend noch beschrieben wird. Ein zweites Set an flinf Kontrollproben wurde &hnlich durch Sammeiln
und Trennen der verdinnten Stammldsungen, die in Beispiel 5 eingesetzt wurden, gewonnen. Die fiinf Test-
und fiinf Kontrollproben wurden verschiedene Zeitspannen lang auf 67°C erhitzt, wobei eine eines jeden Sets
der Proben 0, 3, 5, 7 und 9 Minuten lang erhitzt wurde. Nach dem Erhitzen wurde jede Probe auf alkali-
sche-Protease-Aktivitat, wie zuvor in Beispiel 5 oben beschrieben wurde, getestet.

[0091] Fig. 3 zeigt die relative Aktivitat alkalischer Protease, die in jeder der vier Testproben verblieb, die

15/28



DE 697 30 974 T2 2006.02.23

durch Sammeln und anschlieendes Erhitzen der Aliquoten der isolierten DNA-Proben aus obigem Beispiel 5
erzeugt wurden. Fig. 4 zeigt die relative Aktivitat alkalischer Protease, die in den Kontrollproben verblieb, die
durch Erhitzen einer Lésung alkalischer Protease, die in Beispiel 5 eingesetzt wurde, erzeugt wurden. Beide
Fig. zeigen, dass die Aktivitat alkalischer Protease nach nur drei Minuten Erhitzen auf 67°C um zumindest 50%
ihres urspringlichen Werts reduziert war, unabhangig davon, ob die Protease in einer isolierten DNA-Probe
oder in einer verdiinnten Stammldsung von Protease vorhanden war. Beide Fig. zeigen auch, dass die alkali-
sche-Protease-Aktivitat in den hierin getesteten Proben nach 5 Minuten Erhitzen auf 67°C im Wesentlichen
nicht mehr nachzuweisen war. Die zwei Fig. (Fig. 3 und Fig. 4) sind einander sehr ahnlich, was darauf hin-
weist, dass keines der in der Losung isolierter DNA vorhandenen Materialien, die in den Proteasekontrollen
nicht vorhanden sind, eine nennenswerte Auswirkung auf die Stabilitat oder Instabilitat der alkalischen Prote-
ase in dieser Losung hatten.

[0092] Dieses Beispiel zeigt, dass im Wesentlichen die gesamte proteolytische Aktivitat in einer Probe isolier-
ter Nucleinsaure durch Erhitzen der Lésung fur 5 Minuten oder langer auf 67°C ausgeschaltet werden kann.
So kann, wenn flir den Benutzer auch geringe Mengen an verbleibender Protease von Bedeutung sind, die
verbleibende Proteaseaktivitat in der Probe durch solche Warmeinaktivierung entfernt werden.

BEISPIEL 8 - FLUORESZENZ-SEQUENZIEREN ISOLIERTER PLASMID-DNA

[0093] Dieses Beispiel beschreibt Ergebnisse, die durch den Einsatz von Fluoreszenz-Sequenzieren von
Plasmid-DNA, die gemal der Ausfiihrungsform des Verfahrens der vorliegenden Erfindung, die in den obigen
Beispielen 1 und 2 beschrieben wird, isoliert wurde. Der Test untersucht die Sequenz der isolierten Plas-
mid-DNA, um sicherzustellen, dass die Sequenz wahrend des Isolationsverfahrens nicht verandert oder abge-
baut wurde. Fluoreszenz-Sequenzieren ist tendenziell gegenliber Kontaminanten in Lésung auch empfindli-
cher. Manche Kontaminanten kénnen beispielsweise das Fluoreszenz-Signal eines oder mehrerer Farbstoffe,
die zum Fluoreszenz-Sequenzieren eingesetzt werden, ausléschen, wahrend andere Kontaminanten wie Nu-
cleasen Matrizenstamme oder kopierte Stdmme von Nucleinsauren verkiirzen oder abbauen kénnen, was zu
starken Hintergrundsignalen und/oder ungenauen Ergebnissen flihrt.

[0094] In diesem Beispiel wurde Plasmid pGEM®-3Zf(+)-DNA aus 1,5-ml-Kulturen vom E.-coli-Stamm DH5a
(ein end-A1-Stamm) in sechsfacher Ausflihrung flr Praparate isoliert, die 10 pl einer Losung alkalischer Pro-
tease einsetzte, die 15 mg/ml der in den Beispielen 1 und 2 beschriebenen Protease enthielt. Die Plasmid-DNA
wurde mit Wasser eluiert. Aliquoten, die 1 pug gereinigter Plasmid-DNA enthielten, wurden durch Vakuum ge-
trocknet und in 6 yl Wasser resuspendiert.

[0095] Sequenzierungsreaktionen wurden mit einem ,Perkin Elmer/Applied Biosystems ABI PRISM™ Dye
Primer Cycle Sequencing Ready Reaction Kit" mit AmpliTag®-DNA-Polymerase, FS, wie im Herstellerprotokoll
beschrieben wird (P/N 402113 Revision B, August 1995), durchgefiihrt. Dieses Set umfasst Ready Reaction
Premixes (rasch reagierende Vorgemische), die Fluoreszenz-markierte Sequenzierungs-Primer, Nucleotide,
Puffer und Sequenzierungs-Enzyme enthalten. Kurz zusammengefasst wurde 1 pl der Plasmidpraparate mit 4
pl des ,A Ready Reaction Premix" kombiniert. Eine zweite 1-pl-Aliquote wurde mit 4 pl des ,C Ready Reaction
Premix" kombiniert.

[0096] Eine dritte 2-pl-Aliquote wurde mit 8 pl des ,G Ready Reaction Premix" kombiniert. Eine vierte 2-pl-Ali-
quote wurde mit 8 pl des ,T Ready Reaction Premix" kombiniert.

[0097] Die Proben wurden in einem Temperaturwechsler Perkin EImer Model 9600 gemaf den Empfehlun-
gen aus dem Herstellerprotokoll inkubiert (Perkin Elmer Protocol, Teil Nr. 402113, Revision B, August 1995).
Das Wechselprofil setzte sich zusammen aus 96°C 10 Sekunden lang, dann 55°C 5 Sekunden lang, gefolgt
von 70°C 60 Sekunden lang. Dieses Temperaturwechselprofil wurde 15 Zyklen lang wiederholt. Die Proben
wurden dann 10 Sekunden lang 96°C und dann 60 Sekunden lang 70°C ausgesetzt. Dieses Temperaturwech-
selprofil wurde 15 Zyklen lang wiederholt. Die Proben wurden dann bei 4°C inkubiert, bis sie zur Konzentration
fertig waren.

[0098] Die zyklisch durchgefuhrten A-, C-, G- und T-Reaktionen von jeder Probe wurden gesammelt und wie
im zuvor zitierten Herstellerprotokoll beschrieben ausgefallt. Die Proben wurden einmal mit 250 pl 70%igem
Ethanol gewaschen und wie empfohlen kurz getrocknet. Die getrockneten Pellets wurden in 6 pl Probe-Lade-
puffer (5 Teile entionisiertes Formamid/1 Teil 25 mM EDTA, pH 8,0, mit 50 mg/ml Dextranblau) resuspendiert.
Eine 1,5-pl-Aliquote jeder Probe wurde auf einem 4%igen Harnstoff/Polyacrylamid-Gel laufen gelassen, und
Fluoreszenz-Signaldaten wurden wahrend dieses Laufs mittels eines Fluoreszenz-DNA-Sequenzierers ,Per-
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kin EImer/Applied Biosystems Model 377" gesammelt, wobei die vom Hersteller empfohlenen Bedingungen
eingesetzt wurden. Die Datensammlung erfolgte drei Stunden lang, wonach die Daten mit der verdéffentlichten
Sequenz von pGEM®-3Zf(+) verglichen wurden.

[0099] Alle sechs Proben brachten Sequenzdaten hervor, die bei Uber 500 Basen zu Gber 99% exakt waren,
ohne dass jeglicher Versuch zur Aufthebung von Zweideutigkeiten unternommen wurde. Die resultierenden Se-
quenzdaten zeigten auch weder nachweisbaren Hintergrund noch fehlerhafte Banden auf, was darauf hin-
weist, dass die isolierten Proben von Plasmid-DNA nicht durch Nucleasen oder durch andere ahnliche zersto-
rende Kontaminanten kontaminiert waren, die die Qualitat der Sequenzdaten negativ beeinflussen wirden. Die
nachstehende Tabelle 2 fasst die Genauigkeit der Ergebnisse der Fluoreszenz-Sequenzierung zusammen, die
aus allen sechs Proben erhalten wurden, die wie zuvor beschrieben isoliert und analysiert wurden.

TABELLE 2
Probe Benennungsfehler und N Genauigkeit
fur Uber 500 Basen in %
1 4 99,2
2 1 99,8
3 3 99,4
4 2 99,6
5 1 99,8
6 3 994

[0100] Die mittlere Spalte aus obiger Tabelle 2 ist eine Liste der Haufigkeit, mit der der automatisierte Sequen-
zierer einen von zwei Fehlern machte. Der erste Fehler, der in der obigen Tabelle als ,Benennungsfehler" be-
zeichnet wird, tritt auf, wenn die Fluoreszenz-Sequenzierungsvorrichtung die ldentitat einer Base an einer be-
stimmten Position als das eine liest, wobei die tatsachliche Base, die man auf Grundlage der bekannten Plas-
midsequenz an dieser Position zu finden erwartet, eine andere ist. Der andere dieser zwei Fehler tritt auf, wenn
die Fluoreszenz-Sequenzierungsvorrichtung nicht in der Lage ist, die Identitat einer Base an einer bestimmten
Stelle zu bestimmen, wobei hierbei die Vorrichtung die Base als unbekannt liest und an diesem Punkt ein ,N"
anstelle einer Base einfugt.

BEISPIEL 9 — EINSATZ VON ISOLIERTER PLASMID-DNA BElI TRANSFEKTION

[0101] Dieses Beispiel zeigt, dass das Verfahren dieser Erfindung eingesetzt werden kann, um DNA mit
Transfektionsqualitat zu produzieren. In diesem Beispiel wurde pGL3-Kontrollplasmid-DNA, die bei Promega
Corporation im Handel erhaltlich ist, von E.-coli-DHS-a-Bakterienzellen (einem endA1-Stamm) isoliert und ein-
gesetzt, um zwei verschiedene Arten von Saugetierzellkulturen, Chinahamster-Eierstockzellen (CHO-Zellen)
und eine Kultur menschlicher Zervikal-Krebszellen (HeLa-Zellen), zu transfizieren. Zwei unterschiedliche Vari-
anten des Verfahrens der vorliegenden Erfindung wurden eingesetzt, um Plasmid-DNA zu isolieren, wobei sich
beide von den in den obigen Beispielen 1 und 2 verwendeten geringfligig unterscheiden. Wie das Verfahren
der obigen Beispiele 1 und 2 setzt das vorliegende Beispiel eine Behandlung mittels alkalischer Protease und
eine Harzmatrix aus Silicateilchen, die an eine Membrankomponente einer Zentrifugationskorbanordnung ge-
bunden sind, ein, um Plasmid-DNA zu isolieren. Die hierin eingesetzten, spezifischen Isolationsverfahren wer-
den im nachstehenden ersten Abschnitt erldutert.

[0102] Nur hoch gereinigte DNA kann Gewebekulturzellen wirksam transfizieren, sodass die Zellen Proteine
produzieren, die durch die Gene der DNA kodiert werden, die zum Transfizieren der Zellen eingesetzt wurde.
Insbesondere zwei Faktoren kdnnen die Fahigkeit einer Lésung der Ziel-DNA beeinflussen, die Gewebekultur-
zellen zu transfizieren. Der erste ist die Reinheit der Ldsung. Kontaminanten in der L6sung kénnen Zelltod her-
beifihren oder die Aufnahme von Ziel-DNA durch die Zellen unterbinden. Der zweite Faktor ist der Abbau der
Ziel-DNA, wie beispielsweise der Abbau durch Nuclease. Um sicherzustellen, dass eine DNA-L&sung ausrei-
chende Reinheit aufweist und ausreichend intakt ist, um fir Transfektionen eingesetzt werden zu kénnen, wird
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Ublicherweise ein langes, gefahrliches und mihsames Zweifach-Casiumchlorid-(2 x CsCl-)Gradienten-Zentri-
fugationsisolationsverfahren eingesetzt (siehe z. B. Current Protocols in Molecular Biology 9.1.1). Das her-
kémmliche 2 x -CsCI-Gradientenverfahren bendtigt Giber 48 Stunden, um vollstandig durchgefiihrt zu werden,
und setzt toxische Chemikalien, wie z. B. ein potentes Mutagen, Ethidiumbromid, ein. Im Gegensatz dazu be-
noétigt das in diesem Beispiel eingesetzte Verfahren weniger als zwei Stunden und setzt relativ ungefahrliche
Chemikalien ein.

A. Herstellung von Plasmid-DNA-Proben

[0103] Vier Proben von pGL3-Plasmid-DNA wurden von E.-coli-DH5-a-transformierten Zellen fiir den Einsatz
im Transfektionsverfahren, das nachstehend erlautert wird, hergestellt. Die ersten drei Proben wurden unter
Einsatz des nachstehend beschriebenen alkalischen-Proteaseverfahrens hergestellt, wonach entweder Kon-
zentration durch Ausfallung mit Alkohol (Probe 1) oder weitere Isolation und Konzentration (Proben 2 und 3)
folgten. Die vierte Probe (Probe 4) wurde unter Einsatz des herkdmmlichen 2 x -CsCl-Gradienten-Zentrifuga-
tionsverfahrens, das zuvor beschrieben wurde, produziert.

[0104] Das allgemeine Isolationsverfahren, das eingesetzt wurde, um die Plasmidlésung der Proben 1-3 zu

produzieren, verlief wie folgt:
1. Eine Kultur von (E. coli) DH5 a, transformiert mit pGL3-Plasmid-DNA, wurde durch Zichten eines Kultu-
rinokulums in LB-Medium tber Nacht hergestellt.
2. Das Aquivalent von 3 ml der Ubernacht-Kultur wurde zentrifugiert, und die Zellpellets wurden in 200 pl
Resuspensionsldsung, derselben Resuspensionsldésung wie zuvor in Beispiel 1, resuspendiert.
3. Die Zellen wurden durch Zusetzen von 200 pl Lysetdsung in jedes Réhrchen resuspendierter Zellen und
Vermischen der resultierenden Lysatldsung durch Umdrehen lysiert.
4. 10 pl einer 65-mg/ml-Lésung alkalischer Protease wurden jedem Roéhrchen mit Lysatlésung zugesetzt,
durch Umkehren vermischt und bei Raumtemperatur finf Minuten lang inkubiert.
5. Der pH jeder Lésung wurde durch Zusetzen von 200 pl neutralisierender L6sung zum Protease/Lysat-Ge-
misch gesenkt. Die Zusammensetzung der neutralisierenden Lésung war dieselbe wie zuvor in Beispiel 1.
In der Lésung bildete sich ein Niederschlag, sobald der Acetatpuffer zugesetzt wurde.
6. Der Niederschlag wurde durch zehnminitiges Zentrifugieren in einer Mikrozentrifuge bei Raumtempera-
tur aus der LOsung geldst.
7. Eine Zentrifugationskorbanordnung wurde durch Platzieren des Korbs in ein 2-ml-Mikrozentrifugensam-
melréhrchen und durch Zusetzen von 400 pl von 7 M Guanidinhydrochlorid in den Korb hergestellt.
8. Die geklarte Losung aus Schritt 6 wurde aus jedem Réhrchen mittels einer Pipette entfernt, wobei darauf
geachtet wurde, dass der Niederschlag in den jeweiligen Réhrchen nicht beeintrachtigt wurde. Etwa 600 pl
von jeder dieser L6sungen wurden in die wie in Schritt 7 hergestellte Korbanordnung tGbertragen.
9. Die Zentrifugationskorbanordnung, die wie zuvor beschrieben beladen wurde, wurde dann in einer Mi-
krozentrifuge eine Minute lang bei Raumtemperatur zentrifugieren gelassen. Der Korb wurde dann aus dem
Sammelréhrchen entfernt, die gesammelte Lésung verworfen und der Zentrifugationskorb in dasselbe
Sammelréhrchen zuriickgegeben.
10. 750 pl Waschlésung (siehe Beispiel 1 fir die Zusammensetzung dieser Losung) wurden jedem Zentri-
fugationskorb nach Schritt 9 zugesetzt, und jede Zentrifugationskorb/Réhrchenanordnung wurde in einer
Mikrozentrifuge eine Minute lang bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Zentrifugationskorb wurde dann
aus dem Sammelréhrchen entfernt, und die darin gesammelte Lésung wurde auf dieselbe Weise wie zuvor
verworfen. Der Zentrifugationskorb wurde dann wieder in dasselbe Sammelréhrchen eingefihrt.
11. Der Zentrifugationskorb wurde mit 250 pl Waschlésung unter Einsatz desselben Waschverfahrens, das
in Schritt 10 eingesetzt wurde, gewaschen. Nach diesem Schritt wurde jedoch der Zentrifugationskorb in
ein neues 1,5-ml-Mikrozentrifugenréhrchen Ubertragen, wobei darauf geachtet wurde, dass keinerlei
Waschlésung mit dem Korb Ubertragen wurde.
12. Die an die Silica-Membrankomponente des Zentrifugationskorbes gebundene DNA wurde durch Zusatz
von 100 pl Nuclease-freiem Wasser zum Korb und durch einminitiges Zentrifugieren der Zentrifugations-
korb/Réhrchen-Anordnung in einer Mikrozentrifuge bei Raumtemperatur eluiert. Der Zentrifugationskorb
wurde dann aus dem Sammelréhrchen entfernt und verworfen.
13. Die Eluenten aus allen Réhrchen hierin bearbeiteter, geernteter Zellen wurden kombiniert, und drei Ali-
quoten von 400 pl eluierter DNA wurden zur Herstellung der Proben 1, 2 und 3, wie nachstehend beschrie-
ben, bereitgestellt.

[0105] Probe 1 wurde durch Konzentrieren der DNA in einer der 400-pl-Aliquoten eluierter DNA hergestellt.

Die DNA in der Aliquote wurde durch Zusetzen von 100 uyl von 5 M Natriumchlorid und 350 pl Isopropanol
(100%) zur Eluentenaliquote aus der Losung ausgeféallt. Die resultierende Losung wurde 20 Minuten lang bei
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Raumtemperatur in einer Mikrozentrifuge zentrifugiert, um die ausgefallte DNA zu pelletieren. Das Pellet wurde
mit 1 ml kaltem 70%igem Ethanol gewaschen und luftgetrocknet, bevor es in 45 pl TE-Puffer geldst wurde. (10
mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0.)

[0106] Die Proben 2 und 3 wurden wie folgt hergestellt.
a. 300 pl eines 2 : 1-Gemischs von 7 M Guanidinhydrochlorid und 3 M Kaliumacetat wurden zu 100-pl-Ali-
quoten des Eluenten aus obigem Schritt 13 zugesetzt. Die resultierende Lésung wurde einem neuen Zen-
trifugationskorb zugesetzt, und der Zentrifugationskorb wurde in einem neuen 2-ml-Sammelréhrchen ange-
ordnet.
b. Der beladene Zentrifugationskorb wurde bearbeitet, gewaschen, und die daran gebundene DNA wurde
eluiert, gesammelt und in 400-pl-Proben durch Wiederholen der obigen Schritte 9 bis 13 aliquotiert.
c. Die DNA in jeden 400 pl des Eluenten wurden durch Ausféallen mit Isopropanol konzentriert, wobei das-
selbe Verfahren verwendet wurde, das zum Konzentrieren der DNA in obiger Probe 1 eingesetzt worden
war.

[0107] Die Proben 2 und 3 wurden beide wie zuvor beschrieben hergestellt, wobei jedoch jede getrennt von-
einander hergestellt wurde. Beide Proben wurden eingesetzt, um jede der zwei Arten an Gewebekulturzellen,
die in diesem Beispiel getestet wurden, zu transfizieren.

[0108] Probe 4, wurde auch von (E.-coli-)DH5-a-Zellen, transformiert mit pGL3-Plasmid-DNA, hergestellt.
Das zuvor beschriebene, herkdmmliche 2 x -CsCl-Gradienten-Zentrifugationsverfahren wurde jedoch anstelle
all der einzelnen Aspekte des Isolationsverfahrens der vorliegenden Erfindung eingesetzt.

B. Transfektion — Calciumphosphatverfahren

[0109] Die in diesem Beispiel eingesezten Saugetier-Zelllinien stammen aus Chinahamster-Eierstockzellen
(CHO) und menschlichen Zellen (HeLa). Die CHO-Zellen wurden in F-12 Ham-Medium plus 10% fotales Rin-
derserum — 5% CO, kultiviert und die HeLa-Zellen in Dulbecco's Modified Eagles Medium (DMEM) plus 10%
fétales Rinderserum — 10% CO,. Die Zellen wurden in 24-Well-Schalen in geeignetem Medium ausplattiert, und
das folgende Verfahren wurde zum Einsatz gebracht:
1. Die Zellen wurden etwa 24 Stunden vor Beginn der Transfektion in 24-Well-Schalen gegeben, wobei
etwa 50.000 Zellen pro Well platziert wurden.
2. Am Tag der Transfektion wurde das Medium aus jedem Well entfernt und durch frisches Nahrmedium
(+Serum) innerhalb von einer bis drei Stunden vor Einsetzen der Transfektion ersetzt.
3. Ein Gemisch aus jeder der vier DNA-Proben (Proben 1-4) wurde wie folgt hergestellt. Eine ausreichende
Menge an Gemisch von jeder DNA-Probe wurde hergestellt, um sechs Zellkultur-Wells wie folgt zu transfi-
zieren. 6 pl (etwa 6 pg) DNA, 23,8 pl Calciumchlorid und 160 pl steriles Wasser wurden in einem sterilen
Polystyrol-Réhrchen kombiniert. Das zuvor hergestellte DNA/CaCl,-Gemisch wurde zu 190,2 pl von Hank's
Buffered Saline (HBS) zugetropft, wahrend die HBS vorsichtig gewirbelt wurde.
4. Das HBS/DNA/CaCl,-Gemisch wurde 30 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert, bevor 54,6 pl des
Gemischs zu jedem Well von Zellen zugesetzt wurden. Das Gemisch wurde dem Serum-haltigen Medium
direkt zugesetzt.
5. Die Platten behandelter Zellen wurden dann in den Inkubator zuriickgegeben. Die Zellen wurden am
nachsten Tag mit frischem Serum ernahrt, wobei dieselbe Serumzusammensetzung wie in obigem Schritt
2 eingesetzt wurde.
6. Nach 48 Stunden wurden die Zellen durch Entfernen des Nahrmediums und Zusetzen von 100 pl Zell-
kultur-Lysereagens pro Well geerntet.

C. Test der Transfektionswirksamkeit

[0110] Zellen, die wie zuvor beschrieben transfiziert und geerntet wurden, wurden getestet, um zu sehen, ob
das Reportergen, in diesem Fall das Luciferase-Gen von pGL3-Plasmid-DNA, in den Zellen exprimiert wurde.
Ein Standard-Luciferase-Test, das ,Luciferase Assay System", das im Handel bei Promega Corporation erhalt-
lich ist, wurde eingesetzt, um Luciferase-Expression in den Zellen nachzuweisen und zu quantifizieren.

[0111] Die zuvor in Schritt 6 geernteten Zellen wurden weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, be-
vor sie auf Luciferase-Expression getestet wurden. Eine Aliquote von jedem Zellen-Well wurde dann in einen
anderen Well einer Mikrotiterplatten-Schale platziert. Die Menge an Lumineszenz, die von jedem Well aus-
strdmte, wurde mittels eines Luminometers nachgewiesen und quantifiziert.
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[0112] Die zwei nachstehenden Tabellen fassen die Ergebnisse zusammen, die fiir die vier Aliquoten fiir jede
der beiden Arten an Zellkulturen, die mit jeder der vier Proben von wie zuvor beschrieben hergestellter
pGL3-DNA transfiziert waren, erhalten wurden. Tabelle 3 fasst die Ergebnisse der HeLa-Transfektionen und
Tabelle 4 die Ergebnisse der CHO-Transfektionen zusammen.

TABELLE 3
Hela Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4
Nachgewiese- | 92,32 1765 235.6 450,3
ne Lumines- 180,9 186,7 303,4 392,9
zenz (in Turner- 162,6 165,5 269,2 376,91
Lichteinheiten) 185,2 164,3 281,8 396,6
Mittelwert 155 173 273 404
Standardabw. 43 111 28 32

TABELLE 4
CHO Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4
Nachgewiese- 3.214 14.050 7.537 7.972
ne Lumines- 4.743 8.827 10.982 9.129
zenz (in Turner- 4.004 9.398 10.974 16.416
Lichteinheiten) 8.006 5.631 5.277 6.428
Mittelwert 4.992 9.477 8.693 9.986
Standardabw. 2.104 3.470 2.796 4.427

[0113] Die obigen Ergebnisse zeigen, dass das Verfahren dieser Erfindung eingesetzt werden kann, um DNA
mit Transfektionsqualitat zu produzieren. Die Ergebnisse zeigen, dass insbesondere wenn Proben 1-3 einge-
setzt wurden, um Zellen der zwei verschiedenen Arten an Saugetierzellkulturen zu transfizieren, die resultie-
renden Zellen das Luciferase-Reportergen exprimierten, wie dies Zellen taten, die mit Probe-4-DNA transfiziert
wurden, bei der das herkémmliche 2 x -CsCl-Gradienten-Zentrifugationsverfahren eingesetzt wurde. Das
heil3t, dass DNA, die durch das herkémmliche 2 x -CsCl-Verfahren isoliert wurde, in die Zellen mit &hnlicher
Wirksamkeit transfiziert wurde wie DNA, die mittels der spezifischen Variante des alkalischen-Protease-Isola-
tionsverfahrens, das in diesem Beispiel zuvor beschrieben wurde, isoliert wurde.

BEISPIEL 10 - BEHANDLUNG EINER NUCLEINSAURELOSUNG

[0114] Eine Nucleinsaureldésung wird mit einer alkalischen Protease behandelt, um jegliche Proteine in der
Loésung, die in der Lage sind, das Nucleinsdurematerial abzubauen oder den Einsatz des Nucleinsduremate-
rials fur Transfektion oder andere nitzliche Anwendungen, die zuvor offenbart wurden, zu beeintrachtigen, im
Wesentlichen zu inaktivieren. Die in diesem Beispiel behandelte Nucleinsdurelésung ist entweder eine Lésung
aus durch jedes beliebige bekannte Verfahren isoliertem Nucleinsdurematerial, worin die resultierende Losung
solche schédlichen Proteine enthalt oder angenommen wird, dass sie diese enthalt, oder eine Nucleinsaureld-
sung, die durch Suspendieren und Lysieren eines biologischen Materials unter Einsatz eines der hierin be-
schriebenen Suspensions- und Lyseverfahren produziert wurde.

[0115] Die Nucleinsaurelésung wird durch Einstellen des pH der Ldsung auf einen basischen pH behandelt,
und daraufhin wird die Losung in Gegenwart von alkalischer Protease inkubiert, bis schadliche Proteine in der
Lésung im Wesentlichen inaktiviert sind, wonach der pH der Lésung auf einen pH gesenkt wird, bei dem die
alkalische Protease weniger aktiv ist, z. B. durch Senken des Lésungs-pH auf zumindest einen neutralen pH.
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[0116] Wesentliche Inaktivierung von Proteinen, die in der Lage sind, das Nucleinsdurematerial abzubauen,
wird wie folgt bestimmt. Erstens werden zwei Aliquoten von Nucleinsaurelésungproben wie zuvor beschrieben
hergestellt, die eine mit einer 1 x Kernpufferlésung, die Magnesium enthalt, und die andere ohne Kernpuffer.
Die Proben werden dann Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Zusammensetzung des Kernpuffers ist dieselbe
wie zuvor in Beispiel 3 beschrieben wurde. Zweitens werden die inkubierten Proben auf einem 1%-Agarosegel
in Tris-Acetat-EDTA-Elektrophoresepuffer, der 0,5 mM lodpropylthiazol-Orange enthalt, fraktioniert. Drittens
wird das Gel fraktionierter Proben mittels eines Fluoreszenz-Scanners wie eines Fluorimager (Molecular Dy-
namics) gescannt, um das fraktionierte Nucleinsdurematerial im Gel sichtbar zu machen. Das durch Fraktio-
nieren der Probe, die Kernpuffer enthalt, produzierte Bandenmuster wird mit der Probe ohne Kernpuffer vergli-
chen. Proteine, die in der Lage sind, das Nucleinsdurematerial in der Lésung abzubauen, werden im Wesent-
lichen inaktiviert, sofern das von der Kernpuffer enthaltenden Probe produzierte Bandenmuster im Wesentli-
chen ident mit dem von der Probe ohne Kernpuffer produzierten Muster ist. Zwei Bandenmuster sind im We-
sentlichen miteinander ident, wenn die Anzahl und annahernde Position der Banden im Gel dieselben sind,
wenn die relative Intensitat aller Banden jedes Musters dieselbe ist und wenn das Bandenmuster weder
Schmieren noch Unscharfe umfasst, was geringeren Molekulargewichten entsprechen wiirde, die im anderen
Muster nicht vorhanden sind.

[0117] Wesentliche Inaktivierung von Proteinen, die in der Lage sind, den Einsatz des Nucleinsdurematerials
in der Nucleinsaureldsung zu beeintrachtigen, wird mittels eines funktionellen Tests an der Lésung nach der
Behandlung mit alkalischer Protease wie zuvor beschrieben bestimmt. Die Art des eingesetzten funktionellen
Tests hangt von der Art des Nucleinsdurematerials in der Losung und von der bestimmten Anwendung von In-
teresse ab. Ist das Material Plasmid-DNA und ist die Anwendung von Interesse die Transfektion von Sauge-
tierzellen, so wird die behandelte Losung durch Einsatz einer Probe der Lésung zur Transfektion von Sauge-
tierzellen getestet, wie dies zuvor in Beispiel 9 getan wurde. Ist das Material mMRNA und die Anwendung von
Interesse die Herstellung einer cDNA-Bibliothek, um ein bestimmtes Gen zu klonieren, so wird die behandelte
Lésung dem Verfahren unterzogen, das eingesetzt wird, um die resultierende cDNA umzukehren, zu transkri-
bieren und zu klonieren. Ist das Material menschliche genomische DNA und die Anwendung ein Test zur Iden-
titat des Menschen, so wird eine Probe der behandelten Lésung als ein Substrat im Identitatstest von Interesse
(z. B. unter Einsatz einer Standard-Polymerasekettenreaktion oder eines Restriktionsfragmentlangenpolymor-
phismus-Tests) eingesetzt.

[0118] Die folgenden Beispiele sind Bezugsbeispiele, die nicht im Schutzumfang der Anspriiche dieser Erfin-
dung eingeschlossen sind.

BEISPIEL 11 - BEHANDLUNG EINER LOSUNG VON AUS BIOLOGISCHEM MATERIAL EXTRAHIERTER
DNA

[0119] RNA wird mittels des folgenden Verfahrens aus einer biologischen Probe wie Saugetiergewebe iso-
liert: Die biologische Probe wird in Gegenwart einer hohen Konzentration eines chaotropen Salzes wie Guani-
dinthiocyanat homogenisiert. Ein saures gepuffertes Gemisch aus Phenol und Chloroform wird dann dem re-
sultierenden Lysat zugesetzt und in einer organischen Extraktion eingesetzt. Wenn die Lysatlésung organi-
scher Extraktion unterzogen wird, trennt sich jegliche RNA in der Lésung in die wassrige Phase auf, und Kon-
taminanten wie DNA und denaturierte und inaktivierte Proteine trennen sich in die organische Phase bzw. in
die Zwischenphasenschichten auf (Gold Spring Harbor, Hrsg.) Ein einzelner organischer Extraktionsschritt ent-
fernt oder inaktiviert jedoch nicht alle kontaminierenden Nucleasen in der Losung wirksam, die in der Lage sind,
RNA in RNase-reichen Geweben wie Pankreas abzubauen. Um zahlreiche zusatzliche Extraktionsschritte zu
vermeiden, um restliche Nucleasen und andere schadliche Proteine, die in der Losung zurtickbleiben, zu ent-
fernen oder zu inaktivieren, wird die wassrige Phase von einem organischen Extraktionsschritt, vorzugsweise
von dem ersten organischen Extraktionsschritt, in Betracht gezogen, um mit alkalischer Protease wie folgt be-
handelt zu werden: Der pH des wassrigen Extrakts wird auf einen basischen pH, im Bereich zwischen 7 und 9
eingestellt, also auf einen ausreichend hohen pH, dass die alkalische Protease aktiviert werden kann, jedoch
nicht auf einen zu hohen pH, sodass die RNA nicht hydrolysiert wird. Eine alkalische Protease enthaltende L6-
sung wird zugesetzt, und die resultierende alkalische Extraktlésung wird dann bei Raumtemperatur zumindest
5 Minuten lang inkubiert. Die Lange der Inkubationszeit und die eingesetzte Konzentration an alkalischer Pro-
tease sind ausreichend, um wesentliche Inaktivierung verbleibender Ribonuclease in der LOsung sicherzustel-
len. Wesentliche Inaktivierung von Ribonuclease wird entweder durch reverse Transkription und cDNA-Pro-
duktion, PCR des RNA-Beispiels oder Agarose-Gelelektrophorese in Gegenwart von Formaldehyd, wie in Ma-
niatis/Gambrook, Current Protocols in Molecular Biology, beschrieben, bestimmt.
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BEISPIEL 12-ISOLATION VON RNA AUS EINEM PROTEASE-BEHANDELTEM EXTRAKT

[0120] RNA wird aus dem mit alkalischer Protease behandeltem wassrigen Extrakt aus Beispiel 11 unter Ein-
satz einer Silica-Harzmatrix wie folgt isoliert. Die behandelte wassrige Extraktlésung enthalt eine hohe Kon-
zentration an chaotropem Salz. Diese Lésung wird mit Nuclease-freiem Wasser auf einen chaotropen Salzkon-
zentrations-Bereich verdinnt, von dem bekannt ist, dass er das Binden von RNA an eine Matrix aus Silicateil-
chen foérdert. Die verdinnte Losung wird dann in Kontakt mit einer Silica-Harzmatrix unter Bedingungen ange-
ordnet, die darauf abzielen, die RNA an die Matrix binden zu lassen. Die Matrix wird dann zumindest einmal
mit einer Waschldsung gewaschen, die zumindest 50% Alkohol und eine wassrige Lésung mit mittlerer lonen-
starke umfasst, wie eine Waschlésung, die aus 0,01 M NaCl, 0,01 M Tris-HCI (pH 7,5) und 80% Ethanol be-
steht. Die RNA wird aus der Matrix unter Einsatz von Nuclease-freiem Wasser oder einem wassrigen Puffer
von geringer ionischer Starke, wie TE-Puffer, eluiert (siehe obiges Beispiel 9 fir die Zusammensetzung des
TE-Puffers). Eine Lésung alkalischer Protease wird dann der RNA zugesetzt und inkubiert, um die Protease
jegliche in der RNA-L6sung vorhandene Ribonuclease verdauen zu lassen. Die Menge an erforderlicher Pro-
tease kann wie in Beispiel 11 bestimmt werden.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Behandlung einer Nucleinsaureldsung mit einer alkalischen Protease, worin die Nuclein-
saureldsung ein Nucleinsdurematerial und Proteine enthalt und das Verfahren Folgendes umfasst:
(a) Einstellen des pH der Nucleinsaureldésung auf einen pH von zumindest 10, um eine alkalische Nucleinsau-
relésung zu bilden;
(b) Inkubieren der alkalischen Nucleinsaureldsung in Gegenwart der alkalischen Protease, bis die Proteine im
Wesentlichen inaktiviert sind; und
(c) Senken des pH der Loésung auf einen ausreichend niedrigen Wert, um die Proteasenaktivitat zu verringern.

2. Verfahren nach Anspruch 1, worin die Proteine, die im Inkubationsschritt (b) des Verfahrens im Wesent-
lichen inaktiviert werden, zum Abbau des Nucleinsdurematerials fahig sind.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, worin die Senkung des pH der Lésung in Schritt (¢) zur
Bildung eines Niederschlags fiihrt, der abzentrifugiert wird.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, worin das Nucleinsdurematerial DNA ist und die Proteine,
die in Schritt (b) des Verfahrens inaktiviert werden, Nucleasen umfassen, die zum Abbau von DNA fahig sind.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, worin die alkalische Nucleinsaurelésung, die in Schritt (a)
des Verfahrens gebildet wird, eine alkalische Lysatldésung ist und die alkalische Protease der Ldsung vor der
Inkubation zugesetzt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 5, das auRerdem die Bildung der alkalischen Lysatlésung durch Folgendes
umfasst:
Suspendieren einer biologischen Probe in einer Lésung, wobei die biologische Probe das Nucleinsduremate-
rial und die Proteine umfasst; und
Einstellen des pH der Losung der suspendierten Probe auf einen pH von zumindest 10 durch Zusetzen einer
alkalischen Lyselésung, wobei die alkalische Lysel6sung eine Base und ein anionisches Detergens umfasst.

7. Verfahren zum Isolieren von Nucleinsaurematerial aus einer biologischen Probe, die Proteinmaterial und
Nucleinsaurematerial enthalt, wobei das Verfahren Folgendes umfasst:
(a) Suspendieren der biologischen Probe in einer Losung;
(b) Einstellen des pH der Losung auf einen pH von zumindest 10 durch Zusetzen einer alkalischen Lyselésung,
um eine alkalische Lysatlésung zu bilden;
(c) Inkubieren der alkalischen Lysatldsung in Gegenwart einer alkalischen Protease, bis Proteine, die zum Ab-
bau des Nucleinsdurematerials fahig sind, im Wesentlichen inaktiviert sind;
(d) Senken des pH der alkalischen Lysatlésung auf einen ausreichend niedrigen Wert, um die Proteasenakti-
vitét zu verringern.

8. Verfahren nach Anspruch 7, worin die Lésung, die zum Suspendieren der biologischen Probe verwendet
wird, Wasser, einen Puffer und einen Chelatbildner umfasst.

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder Anspruch 8, worin die isolierte Nucleinsaure ein DNA-Material ist, wo-
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bei das Verfahren aulerdem den Schritt des Inkubierens der Probe in Gegenwart eines Ribonucleasenenzyms
umfasst, bis jegliche RNA in der Probe im Wesentlichen abgebaut ist.

10. Verfahren nach Anspruch 7, 8 oder 9, worin die isolierte Nucleinsaure ein DNA-Material ist und die in
Schritt (b) der Suspensionslésung zugesetzte alkalische Lyselésung Natriumhydroxid und ein anionisches De-
tergens umfasst.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 10, worin der pH der alkalischen Lysatlésung in Schritt (d)
durch Zusetzen einer sauren LOsung gesenkt wird, die einen Acetatpuffer mit einem pH zwischen 3,5 und 4,5
umfasst.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 11, worin das Senken des pH der alkalischen Lysatlésung
in Schritt (d) zur Bildung einer triben Lysatlésung fuhrt und das auflerdem den Schritt des Klarens des triiben
Lysats umfasst, um eine geklarte Lysatldsung zu bilden.

13. Verfahren nach Anspruch 12, worin die geklarte Lysatldsung durch Zentrifugieren der triiben Lysatl6-
sung gebildet wird.

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, das auBerdem das Isolieren des Nucleinsdurematerials von an-
deren Materialien in der geklarten Lysatldsung durch Alkoholfallung umfasst.

15. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, das auflerdem das Isolieren des Nucleinsaurematerials von an-
deren Materialien in der geklarten Lysatldsung mithilfe paramagnetischer Teilchen umfasst.

16. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, das auflerdem das Isolieren des Nucleinsaurematerials von an-
deren Materialien in der geklarten Lysatldsung mithilfe einer Silicateilchen umfassenden Harzmatrix umfasst.

17. Verfahren nach Anspruch 16, worin das Nucleinsdurematerial DNA ist, worin das Harz Silica umfasst,
worin ein Chaotrop verwendet wird, um die DNA reversibel an das Harz zu binden, worin das Harz mit einer
Waschlosung gespiilt wird, um anderes Material aus dem Gemisch zu entfernen, und worin nach dem Spllen
ein Elutionspuffer oder Wasser verwendet wird, um die DNA vom Harz freizusetzen.

18. Verfahren nach Anspruch 7, das nach dem Senken des pH des Gemischs in Schritt (d) aulerdem den
Schritt des Warmeinaktivierens der alkalischen Protease umfasst.

19. Verfahren nach Anspruch 7, worin das Nucleinsaurematerial DNA-Material ist,
worin in (a) die Lésung eine wassrige Lésung ist, die Ribonuclease und Puffer umfasst,
worin in (b) die alkalische Lyseldsung ein anionisches Detergens und eine Base umfasst,
worin in (d) der pH des Gemischs durch Zusetzen einer sauren Ldsung gesenkt wird, wobei das Zusetzen der
sauren Lésung zur Bildung eines triiben Lysats fiihrt, und das au3erdem
(e) das Klaren des triiben Lysats durch Zentrifugieren und
(f) das Isolieren des DNA-Materials von anderem Material im geklarten Lysat umfasst.

20. Verfahren nach Anspruch 19, worin die Ldsung, die zum Suspendieren der biologischen Probe verwen-
det wird, aulRerdem einen Puffer und einen Chelatbildner umfasst.

21. Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, worin die saure Lésung, die zum Senken des pH des Gemischs
verwendet wird, einen Acetatpuffer mit einem pH zwischen 3,5 und 4,5 umfasst.

22. Verfahren nach Anspruch 19, 20 oder 21, worin das DNA-Material unter Verwendung einer Silicateil-
chen umfassenden Harzmatrix vom geklarten Lysat isoliert wird, worin die Harzmatrix zur reversiblen Bindung
des Nucleinsdurematerials fahig ist.

23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei das Verfahren au3erdem die folgenden Schritte umfasst:
(h) Zusetzen des geklarten Lysats und eines Chaotrops zur Harzmatrix, um das DNA-Material an die Harzma-
trix zu binden;
(i) zumindest einmaliges Spulen der Harzmatrix mit einer Waschlésung;
(i) Verwenden eines Elutionspuffers oder von Wasser, um das DNA-Material von der Harzmatrix freizusetzen.

24. Verfahren nach Anspruch 19, das nach dem Senken des pH des Gemischs in Schritt (e) auRerdem den
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Schritt des Warmeinaktivierens der alkalischen Protease umfasst.

25. Set zum Isolieren eines Nucleinsdurematerials, wobei das Set Folgendes in getrennten Behaltern um-
fasst:
(a) eine Aliquote einer alkalischen Protease, worin die alkalische Protease zur Inaktivierung von Proteinen fa-
hig ist, die zum Abbau des Nucleinsaurematerials bei einem pH von zumindest 10 fahig sind; und
(b) Harzmatrix, die zur reversiblen Bindung des Nucleinsaurematerials fahig ist.

26. Set nach Anspruch 25, worin das Nucleinsaurematerial DNA-Material ist.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

HIG. 1
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FlG. 2
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