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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aufreinigung von Nukleinsduren mit einer nuklein-
sdurebindenden Phase, die mit nukleinsédurebindenden Gruppen A mit einem pK von 8 bis 13 im Unterschuss ausgestattet ist oder
die Gruppen A und bindungshemmende Gruppen N, die bei der Bindung und vorzugsweise bei der Elution neutral geladen sind,
aufweist, und das Vertahren die folgenden Schritte aufweist: (a) Bindung der Nukleinséuren an die nukleinsdurebindende Phase
bei einem pH- Wert, der unterhalb des pK - Wertes der nukleinsdurebindenden Gruppen A liegt (Bindungs-pH Wert); (b) Elution
der Nukleinsduren bei einem pH-Wert, der oberhalb des Bindungs-pH Wertes liegt (Elutions-pH Wert). Dariiber hinaus werden
entsprechende Kits sowie nukleinséurebindende Phasen, die zur Aufreinigung von Nukleinsduren eingesetzt werden kénnen, of-
fenbart. Die erfindungsgeméfie Technologie erlaubt die Aufreinigung der Nukleinsduren und insbesondere die Elution unter Ein-
satz geringer Salzkonzentrationen, so dass die aufgereinigten Nukleinsduren direkt weiterverarbeitet, bspw. in einer PCR einge-
setzt werden kdnnen.
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Nukleinsaureaufreinigungsverfahren

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren sowie einen Kit zur Aufreinigung von
Nukleinsduren mit einem nukleinsaurebindenden Tragermaterial. Darliber hinaus wer-
den geeignete Verfahren zur Herstellung entsprechender Tragermaterialien beschrie-
ben.

Verschiedene Verfahren zur Aufreinigung und Isolierung von Nukleinsauren sind im
Stand der Technik bekannt. Diese beinhalten den Einsatz von Phenol-Chloroform,
Aussalzverfahren, den Einsatz von lonenaustauschern sowie Silikapartikel.

Ein bekanntes Verfahren zur Nukleinsdureaufreinigung ist das sog. ,Charge-Switch
Verfahren®. Danach wird eine nukleinsaurebindende Phase, die liberwiegend schwach
basische Polymere, wie poly Bis-Tris, poly Tris, Polyhistidin, polyhydroxylierte Amine,
Chitosan oder Triethanolamin enthalten, bei einem ersten pH-Wert mit einer nuklein-
saurehaltigen Probe in Kontakt gebracht, bei der die nukleinsaurebindende Phase eine
positive Ladung aufweist. Dies beginstigt die Bindung der negativ geladenen Nuklein-
sauren an die Phase. Zur Freisetzung/Elution der Nukleinsdauren wird gemal} dem
Charge-Switch Prinzip ein zweiter pH-Wert eingestellt, der hdher als der pKs-Wert der
nukleinsdurebindende Phase ist, um die positive Ladung zu invertieren, bzw. zu neut-
ralisieren. Die pH-Wert Einstellung Uber dem pKs-Wert der nukleinsaurebindenden
Gruppen der festen Phase fordert die Ablésung der gebundenen Nukleinsduren von
der nukleinsaurebindenden Phase.

Im Stand der Technik sind sowohl I6sliche Phasen (siehe bspw. EP 0 707 077) als
auch feste Phasen (siehe bspw. WO 99/29703) bekannt. Zur Elution werden verschie-
dene Lésungen eingesetzt, so bspw. Lésungen, die einen sehr hohen pH-Wert aufwei-
sen oder aber auch biologische Puffer, insbesondere Niedrigsalzpuffer wie bspw. Tris-
Puffer.

Die aufgereinigten Nukleinsduren werden ublicherweise weiterverarbeitet. Diese um-
fassen bspw. Amplifikationen, wie die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), enzymati-
sche Reaktionen, wie Restriktion, Ligation, Phosphorylierung, Dephosphorylierung
oder RNA-Transkription, Hybrid Capture Assays und Elekirophorese. Diese
,<downstream“ Reaktionen sind oftmals wenig tolerant gegeniber hdheren Salzkonzent-
rationen, so dass vor der Verarbeitung der Nukleinsauren oftmals ein Entsalzungs-
schritt erfolgen muss.
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Fir eine direkte Weiterverwendung der aufgereinigten Nukleinsduren ohne zusatzliche
Umpufferungs- oder Entsalzungsschritte, ist es daher wiinschenswert, dass der Eluti-
onspuffer nicht zu salzreich und ferner nicht zu basisch ist.

Bei den Anionenaustauschern steigt jedoch das Elutionsvermdgen mit dem pH-Wert
und der Salzkonzentration des Elutionspuffers an. Die chromatographischen Anforde-
rungen stehen somit im direkten Widerspruch zu den Anforderungen beziiglich der
DNA-Weiterverarbeitung. Der Stand der Technik versucht daher insbesondere die Elu-
tion der Nukleinsduren durch Auswahl geeigneter nukleinsdurebindender Gruppen und
pH-Bedingungen zu férdern.

Trotz der bekannten Verfahren zur Aufreinigung von Nukleinsauren besteht das Be-
dirfnis, die bestehenden Verfahren zu verbessern, insbesondere die Aufreinigung der
Nukleinsauren so durchzuflihren, dass auch eine direkte Weiterverarbeitung der Probe
moglich ist.

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Auf-
reinigung von Nukleinsauren bereitzustellen, das die direkte Weiterverarbeitung der
Probe ermdglicht. Insbesondere soll ein Verfahren zur Verfligung gestellt werden, das
die Elution bei niedrigen Salzkonzentrationen erlaubt.

Die vorliegende Erfindung 16st diese Aufgabe durch ein Verfahren zu Aufreinigung von
Nukleinsduren, bei dem eine spezielle nukleinsdurebindende Phase eingesetzt wird.

Die nukleinsdurebindende Phase weist gemal} einer ersten Ausfuhrungsform nuklein-
saurebindende Gruppen A, die einen pKs-Wert von 8 bis 13 aufweisen, sowie ferner
bindungsabschwachende Gruppen N auf, die bei dem eingesetzten Bindungs-pH Wert
neutral geladen sind.

Das Verfahren zur Aufreinigung mit dieser nukleinsdurebindenden Phase weist die fol-
genden Schritte auf:

(a) Bindung der Nukleinsduren an die nukleinsdurebindende Phase bei einem pH-
Wert, der unterhalb des pK-Wertes der nukleinsdurebindenden Gruppen A liegt
(Bindungs-pH Wert);

(b) Elution der Nukleinsauren bei einem pH-Wert, der oberhalb des Bindungs-pH Wer-
tes liegt (Elutions-pH Wert).

Die vorliegende Erfindung betrifft die Aufreinigung von Nukleinsduren mittels einer nuk-
leinsdurebindenden Phase, die neben nukleinsdurebindenden Gruppen A auch bin-
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dungsabschwachende Gruppen N aufweist. Die nukleinsdurebindenden Gruppen A
weisen erfindungsgemalfd einen pKs-Wert von 8 bis 13 auf. Die Bindung der Nuklein-
sauren erfolgt bei einem pH-Wert unterhalb des pKs-Wertes wenigstens einer dieser
Gruppen A. Die Gruppen A nehmen daher ein Proton auf und werden dadurch positiv
geladen, was dazu fihrt, dass die nukleinsdurebindende Phase die negativ geladenen
Nukleinsduren binden kann. Die Elution erfolgt bei einem pH-Wert oberhalb des Bin-
dungs pH-Wertes, wodurch die positive Ladung der nukleinsdurebindenden Phase ge-
ringer wird.

Die zusatzlich vorhandenen Gruppen N sind bei dem Bindungs-pH und vorzugsweise
auch bei dem Elutions-pH Wert ladungsneutral. Die Gruppen N beeinflussen daher in
mehrfacher Hinsicht die Bindungsstarke der Gruppen A: (1.) Sie unterbrechen die An-
ordnung der Gruppen A und beeinflussen damit durch die verringerte Dichte an A-
Gruppen die Bindungsstarke den Nukleinsduren an die nukleinsdurebindende Phase.
(2.) Sie kdnnen als funktionelle Gruppen, die schwache (z.B. durch van der Waals-
Wechselwirkungen) bis mittelstarke Interaktionen (z.B. durch Wasserstoffbriickenbin-
dungen) eingehen kdnnen, die Bindungsstarke gezielt modulieren. (3.) Die Gruppen N
kdnnen mit steigender Grof3e bzw. Anzahl eine sterische Abschirmung der nukleinsau-
rebindenden Gruppen A und damit eine Reduktion der Bindungsstarke bewirken. Die
Gruppen N bewirken daher eine gleichmalige, pH-Wert unabhangige Reduzierung der
Nukleinsaure-Bindungsstarke. Die dadurch zu einem verringerten Mal} gebundenen
Nukleinsduren koénnen leichter von der nukleinsdurebindenden Phase geldst werden.
Die Gruppen N haben die Funktion, die Bindungsstarke bzw. Anzahl der Gruppen A
gezielt und kontrolliert zu reduzieren und damit eine gewiinschte Haufigkeit in der er-
findungsgemafien nukleinsaurebindenden Phase einzustellen. Je hdher der Anteil der
Gruppen N ist, desto geringer ist der Anteil an Gruppen A und desto geringer ist die
Ladungsdichte und umso schwacher werden Nukleinsduren an die nukleinsdurebin-
dende Phase gebunden. Das Verhaltnis von Gruppen A zu Gruppen N kann durch den
Herstellungsprozess gezielt eingestellt werden, so dass man in der Lage ist, die ge-
winschte Nukleinsaurebindestarke vorab bei dem bzw. durch das Verfahren zur Her-
stellung der entsprechenden nukleinsdurebindenden Phase (durch z.B. Polymerisation,
(Poly-) Kondensation und insbesondere durch die Beschichtung eines Tragermaterials)
festzulegen.

Dies hat den erheblichen Vorteil, dass die Elution unter Bedingungen erfolgen kann,
die die direkte Weiterverarbeitung der eluierten Nukleinsduren im Anschluss an die
Aufreinigung erlauben. Eine Vielzahl biotechnologischer Methoden, wie bspw. die
Amplifikation von Nukleinsauren (insbesondere mittels PCR), Sequenzierung, Reverse
Transkription, Restriktionsanalysen u.a. (siehe oben), sind empfindlich gegeniiber Ver-
unreinigungen im Eluat, insbesondere gegeniber hohen Salzkonzentrationen. Das er-
findungsgemalfie Aufreinigungsverfahren erlaubt in vorteilhafter Weise die Elution bei
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geringen Salzkonzentrationen, bzw. geringer lonenstérke, so dass die direkte Weiter-
verarbeitung in einer sich anschliefenden biotechnologischen Methode, insbesondere
einer PCR Reaktion ermdglicht wird.

Das Konzept der Abschwachung der Anbindung der Nukleinsduren durch den Einsatz
der Gruppen N fiihrt zu Uberraschend guten Ergebnissen. Der Stand der Technik setzt
fur die Verfahrensoptimierung die optimale Bindung der Nukleinsaure voraus und wid-
met sich dann der Optimierung der Bindungs- und insbesondere Elutionsbedingungen.
Eine Abschwachung der Bindungsstarke wurde hingegen in Bezug auf die zu erwar-
tende Ausbeute als nachteilig angesehen, bspw. weil die Nukleinsauren im Bindungs-
schritt nur unzureichend an die nukleinsaurebindende Phase binden oder beim Wa-
schen eluiert werden kdnnten. Unter diesen Gesichtspunkten ist das erfindungsgema-
Re Konzept der erfolgreichen und schonenden Aufreinigung von Nukleinsauren trotz
Reduzierung der Bindungsstarke durch die Anwesenheit der Gruppen N als aulerst
Uberraschend anzusehen.

Der Anteil der A Gruppen bezogen auf die N-Gruppen kann 1% bis 99%, 1 bis 50%,
vorzugsweise 1% bis 25% betragen.

Gemal einer bevorzugten Ausflihrungsform ist die nukleinsdurebindende Phase modi-
fiziert, um die Gruppen A und N einzufiihren. Erfindungsgemaf gibt es hierzu ver-
schiedene Ausfithrungsformen, die nachfolgend naher erlautert werden.

Gemal} einer Ausfihrungsform ist die nukleinsaurebindende Phase mit unterschiedli-
chen Liganden (Liganden | und Liganden Il) versehen, wobei die Liganden | wenigs-
tens eine Gruppe A und die Liganden Il wenigstens eine Gruppe N aufweisen. Diese
Ausfuhrungsform ist in Figur 1A illustriert. Die Gruppen A und N liegen dann in direkter
Nachbarschaft vor, wobei auch Polymercoatings ausgebildet werden kénnen. Durch
die Anwesenheit der N-Gruppen tragenden Liganden Il nimmt die Anzahl der Gruppen
A ab, wodurch die Festigkeit der Bindung der Nukleinsduren reduziert wird. Dies insbe-
sondere bei Einsatz eines Tragermaterials. Aufgrund der Gruppen N wird daher die
Dichte der Gruppen A auf der Trageroberflaiche verringert, was eine Reduktion der
Bindungsaffinitat zu den Nukleinsauren zur Folge hat. Als Resultat kdnnen die Nuklein-
sauren leichter eluiert werden. Der Begriff ,Ligand“ bzw. ,Liganden“ bezeichnet insbe-
sondere eine Oberflachenfunktionalisierung, durch die vorzugsweise ein Tragermateri-
al mit wenigstens einer Gruppe A und/oder einer Gruppe N modifiziert wird, um die er-
findungsgemalle nukleinsdurebindende Phase bereitzustellen. Die Liganden | und Il
liegen vorzugsweise an das Tragermaterial gebunden vor und konnen bspw. als Mo-
nomere, Dimere, Oligomere oder Polymere von reaktiven Einzelmolekilen vorliegen. In
einer Variante werden die Gruppen A bzw. die Gruppen N als Bestandteil von mit dem
Tragermaterial reagierenden Verbindungen direkt oder Uber einen Linker bzw. Spacer
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an ein Tragermaterial gebunden. Gemalf} einer bevorzugten Ausfihrungsform wird die-
se Modifikation dadurch erzielt, dass das Tragermaterial mit einer die unterschiedlichen
Liganden | und Il aufweisenden Mischung in Kontakt gebracht wird. Je hoher der Anteil
an Ligand Il bezogen auf Ligand | ist, desto geringer ist die Bindungsstarke an die Nuk-
leinsaure. Dieses Mengenverhaltnis kann in einfacher Weise durch ein entsprechendes
Mischungsverhalinis der Ligand | - und Ligand Il - Edukte bei dem Beschichtungsver-
fahren gesteuert werden. Einzelheiten sind unten und im Zusammenhang mit der Syn-
these bzw. dem Verfahren zur Herstellung eines entsprechenden Tragermaterials er-
[autert. Die Liganden kdnnen auch ein Polymercoating ausbilden. Das Tragermaterial
kann ferner mit Gruppen A und Initiatormolekiilen T ausgestattet sein, wobei ein oder
mehrere Gruppen N an die Initiatormolekile gebunden sind. Diese Ausfuhrungsform ist
in Figur 1B) dargestellt. Die Gruppen N liegen dann bezliglich der Oberflache des Tra-
germaterials ,oberhalb“ der Gruppen A vor. Ferner besteht die Mdglichkeit auch die
Gruppen A lber Initiatormolekiile anzubinden.

Gemal eine weiteren Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung wird das Trager-
material mit nukleinsdurebindenden Liganden modifiziert, wobei innerhalb eines Ligan-
den eine oder mehrere Gruppen A und eine oder mehrere Gruppen N vorkommen.
Diese Ausflihrungsform ist in Figur 2 naher illustriert. Verschiedene Moglichkeiten exis-
tieren, um dieses Konzept zu realisieren.

Gemal} einer Variante ist das Tragermaterial mit Gruppen A (entweder direkt oder
bspw. Uber ein Initiatormolekil T gebunden) ausgestattet, die ein oder mehrere Ver-
bindungen, die eine Gruppe N enthalten, tragen (siehe auch Figur 2A). Bei mehreren
Gruppen N kdnnen diese auch als unverzweigte Kette oder als verzweigte Baumstruk-
tur oder als entsprechende Mischung vorliegen. Es kdnnen hierbei bspw. 1 bis 100
Gruppen N, 1-20, bevorzugt 1-10 und besonders bevorzugt 1-5 Gruppen N pro Ligand
vorkommen. Sofern gewiinscht kdnnen auch noch weitere Gruppen A und N eingefiihrt
werden. Durch diese Verknipfungsstrategie resultiert eine relativ homogene Bin-
dungsebene mit nahezu reinem A-Gruppen-Besatz und eine oder mehrere Ebenen, die
sich nach aufden hin anschlielen und durch den N-Gruppen-Besatz die Bindungsstar-
ke der Gruppen A verringern.

Gemal} einer weiteren Variante dieser Ausflihrungsform ist das Tragermaterial mit
Gruppen A (entweder direkt oder bspw. Uber ein Initiatormolekil T gebunden) ausges-
tattet, die ein Gemisch aus N-Gruppen und A-Gruppen tragen (siehe auch Figur 2B).
Hierbei kann zunachst eine oder mehrere Gruppen A an das Tragermaterial gebunden
werden. An diese A - haltigen Rumpfliganden werden dann Verbindungen angeknipft,
die wenigstens eine oder mehrere Gruppen N einfiihren. Durch Steuerung der Reakti-
onsbedingungen kann jeweils nur eine Gruppe A und N innerhalb des Liganden vorlie-
gen; die Liganden koénnen allerdings auch als Oligomere oder Polymere vorliegen. Bei
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den als Oligomere und Polymere ausgebildeten Liganden kénnen die Gruppen N sta-
tistisch verteilt sein (siehe bspw. Figur 2B, rechte Abbildung), eine alternierende Rei-
henfolge aufweisen (siehe bspw. Figur 2B, linke Abbildung) oder aber auch als Block-
copolymer angeordnet sein. Auch sind Kombinationen mdglich. Geeignete Verfahren
zur Ausbildung der entsprechenden A und N- haltigen Funktionalisierungen/Liganden
werden im Detail nachfolgend beschrieben.

Gemal} einer weiteren Ausfiihrungsform ist das Tragermaterial mit Gruppen A und N
modifiziert, wobei die Gruppen A sterisch durch Verbindungen abgeschirmt werden, die
wenigstens eine, vorzugsweise mehrere Gruppen N aufweisen. Auch zu dieser Ausfiih-
rungsform existieren verschiedene Varianten.

Gemal} einer Variante erfolgt die sterische Abschirmung bevorzugt durch Gruppen N
aufweisende Oligomere oder Polymere. Diese kénnen bspw. an die die Gruppe(n) A
aufweisenden Liganden gebunden werden (siehe auch Fig. 3B). Sie kdnnen jedoch
auch benachbart dazu angeordnet sein, sofern die sterische Abschirmung gewahrleis-
tet wird (siehe auch Fig. 3A). Die N-Gruppen- aufweisenden Oligomere/Polymere
schirmen die Gruppen A durch Bildung von mehr oder weniger geordneten Sekundar-
strukturen (z.B. ,Random coils“ oder Helices) wie eine Art Kappe gegen das Umge-
bungsmilieu ab und kénnen dadurch die Bindung der Nukleinsduren abschwachen. Die
Oligomere/Polymere kdnnen auch aus den Gruppen N gebildet sein und ferner als
Block-Copolymere eingefihrt werden.

Zur Herstellung dieser Variante kann bspw. in einem ersten Schritt auf dem Tragerma-
terial Initiatorgruppen T bspw. durch Silanisierung aufgebracht werden. In einem zwei-
ten Schritt kdbnnen dann bspw. mittels ATRP (Atom transfer radical polymerization)
Gruppen A haltige Monomere aufgepfropft werden. Nachdem dieses Monomer abrea-
giert hat, kann ein zweites Monomer das Uber Neutralgruppen N verfiigt, eingebracht
werden. Es entsteht dann ein Copolymer auf dem Trager bestehend aus einem ersten
Homopolymer, das Anionenaustauschergruppen tragt, und einem zweiten Homopoly-
mer, das mit dem ersten verkniipft ist und Neutralgruppen N tragt. Uber die Menge an
dem 2. Monomer, das die Gruppen N tragt, kann die Lange der entstehenden Poly-
merkette und damit die Starke der sterischen Abschirmung gesteuert werden.

Das Ausmal} der sterischen Abschirmung kann daher durch die Kettenlange und die
Monomersubstitutionen gesteuert werden. Bevorzugte Kettenlangen fiir die N-Gruppen
aufweisenden Oligomere/Polymere sind n= 10 — 1000, n = 10 bis 500, besonders be-
vorzugt n = 10 — 100. Zur Ausbildung der Gruppen N tragenden Oligomere/Polymere
konnen die in dieser Anmeldung beschriebenen Monomere eingesetzt werden, die
noch im Detail beschrieben werden. Besonders geeignet sind Polyacrylate.
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Als bevorzugte Polymere werden Polyacrylate gemald der folgenden Formel einge-

setzt:
H
gt
H

L
O
OH

OH

Ein besonders geeignetes Reagenz zur Erzielung der sterischen Abschirmung ist Gly-
cidylmethacrylat, aus dem nach Hydrolyse neutrale Diolgruppen N entstehen. Hierflr
kann bspw. durch Silanisierung ein Initiatormolekil T aufgebracht werden. Dann wird
ein erstes Monomer, bspw. ein N,N-Dimethylaminopropylmethacrylat bspw. mittels
ATRP auf dem Trager polymerisiert. Diese Gruppen werden dann in einem zweiten Po-
lymerisationsschritt sterisch abgeschirmt. Hierzu kann bspw. nachdem die Monomere
abreagiert haben ein zweites Monomer eingefihrt werden, bspw. Glycidylmethacrylat
aus dem nach Hydrolyse neutrale Diolgruppen N entstehen. Der sterische Effekt ver-
hindert den engen Kontakt der Nukleinsdure mit den A Gruppen, so dass diese nicht so
stark gebunden und bei geringer lonenstarke und damit niedrigen Salzkonzentration
von der nukleinsdurebindenden Phase eluiert werden konnen.

Die sterische Abschirmung der Gruppen N kann auch durch ,sperrige® Substituenten
erzielt werden, zu nennen sind bspw. verzweigte Alkylreste, wie Isopropyl, Diisopropyl,
Tertiar-Butyl, aliphatische oder aromatische Ringe, entweder als Kohlenstoffringe oder
als Heterozyklen. Diese sterisch hemmenden Gruppen N kénnen auch in Form von O-
ligomeren/Polymeren eingesetzt werden.

Die sterische Abschirmung kann daher insbesondere gesteuert werden Uber (i) den
Anteil der zusatzlichen eingebrachten Gruppen N; (i) den Aufbau der Verbindungen,
die die Gruppe N tragen; (iii) die Auswahl bzw. Struktur der Gruppe N und (iv) die Ket-
tenléange der N-Gruppen aufweisenden Oligomere/Polymere.

Eine besonders gute sterische Abschirmung der Gruppe(n) A kann somit durch Grup-
pen N erfolgen, die im gleichen Liganden vorkommen oder benachbart dazu angeord-
net sind. Auch ist eine Bindung an die Gruppe A mdoglich. Die sterische Abschirmung
steigt mit der GréRe der die Gruppe(n) N aufweisenden Verbindung und auch mit der
Grofke der Gruppe N, wobei sowohl eine Erhdhung der Kettenlange, als auch eine
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starkere Verzweigung der Kohlenstoffketten bzw. eine Erhdhung der Ringgrofe bei
zyklischen Gruppen die sterische Abschirmung erhdht.

In einer besonderen Ausfuhrungsform ist das Tragermaterial mit einer Kombination
samtlicher oben beschriebener Verknilpfungsstrategien modifiziert. Beispiele sind in
Figur 4 gezeigt. So kann das Tragermaterial in direkter Ankniipfung die Gruppen A, die
sterisch abschirmenden Gruppen N und Initiatormolekiile T, wobei die Initiatormolekiile
noch mit weiteren sterisch abschirmenden Gruppen N ausgestattet sind, aufweisen
(siehe bspw. Figur 4 A). Diese Art der Verkniipfung kann bspw. mit den Ublichen Grup-
pen N durchgefihrt werden (siehe bspw. Figur 4B). Weiterhin kann das Tragermaterial
bspw. mit Gruppen A (direkt oder Uber ein Initiatormolekil T gebunden) ausgestattet
sein und daran angeknlipft ein Gemisch aus N-Gruppen und A-Gruppen tragen, wobei
die Gruppen N vollstandig oder partiell als sterisch hemmende Gruppe vorliegen (siehe
Figur 4D und 4E).

Gemald einem weiteren Aspekt der vorliegenden Anmeldung wird das Verfahren mit
einer ein Tragermaterial aufweisenden nukleinsaurebindenden Phase durchgefihrt, die
mit Gruppen A modifiziert ist, wobei nur ein Teil des Tragermaterials mit Gruppen A
besetzt ist. Dies bedeutet, dass die Ubliche Ausstattung mit nukleinsaurebindenden
Gruppen deutlich unterschritten wird. Da dadurch weniger nukleinsdurebindende
Gruppen A pro Flacheneinheit des Tragermaterials und/oder pro Gramm an Tragerma-
terial vorkommen, wird die Bindungsstarke der Nukleinsduren analog der bisherigen
Verknlpfungsstrategien reduziert. Figur 5 zeigt eine Ausflihrungsform dieses Kon-
zepts. Auch diese Ausfihrungsform ermdglicht daher die Elution der Nukleinsauren un-
ter Bedingungen, die die direkte Weiterverarbeitung der Nukleinsauren erlauben, weil
insbesondere niedrige Salzkonzentrationen eingesetzt werden kdnnen, um die Nuk-
leinsaure von der nukleinsaurebindenden Phase zu eluieren.

Der erfindungsgemafe Unterschuss an A-Gruppen auf dem Tragermaterial kann da-
durch erreicht werden, dass die Verbindung, die die Gruppe A einfiihrt, im Verhaltnis
zum Tragermaterial im Unterschuss eingesetzt wird. Darliber hinaus ist denkbar, dass
das Tragermaterial eine geringere Menge an potentiellen Bindungsstellen aufweist, an
die die Gruppen A angebunden werden kénnen. Eine weitere Ausfihrungsform bein-
haltet die chemische oder physikalische Vorbehandlung des Tragermaterials, die eine
Verringerung der Bindungsstellen oder eine reduzierte Reaktivitat der Bindungsstellen
bewirkt. Als alternative Strategie kann die Gruppe A - tragende Verbindung im Ge-
misch mit einer anderen Verbindung, die ebenfalls an das Tragermaterial bindet, auf-
gebracht werden. Durch die konkurrierende Anbindung sinkt der Anteil der A-Gruppen
auf der Oberflache des Tragermaterials.
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Die auf einem Unterschuss an A-Gruppen beruhende Ausflihrungsform kann ferner mit
einer oder mehreren der oben beschriebenen Ausflihrungsformen zur Modifikation des
Tragermaterials mit Gruppen A und N kombiniert werden.

Die Ausstattung des Tragers mit Gruppen A im Unterschuss ist insbesondere bei Ein-
satz eines Silikatragermaterials von Vorteil, da dieses Silanolgruppen aufweist. Vor-
zugsweise werden die Gruppen A mittels Silanen oder einem Silangemisch eingeflhrt.
Fir die vollstdndige Umhiillung des Tragers wird eine Mindestmenge an Silan bendtigt.
Diese Mindestmenge ist definiert durch die spezifische Oberflache des Tragermateri-
als. Reicht die Menge an Silan(en) nicht aus, um die Oberflache des Tragers zu bele-
gen, kann die Ladungsdichte reduziert werden. Durch die Menge an aufzubringendem
Silan kann daher die Menge an Gruppen A und dadurch die Bindungsstarke der nuk-
leinsaurebindenden Phase eingestellt werden.

Gemal einer Ausfiihrungsform weist das Tragermaterial eine Silika-Oberflache auf, die
mit einem Gruppen A aufweisenden Silan beschichtet ist, wobei die Silanmenge 0,1 bis
50 ymol (micromol, hier auch als umol bezeichnet) vorzugsweise 0,1 bis 10 umol be-
tragt. Entscheidend ist, die Silanmenge so weit zu reduzieren, bis die Elution bei gerin-
geren lonenstarken bzw. niedrigeren (gewlinschten) Salzkonzentrationen mdglich ist.
Dies kann bspw. experimentell getestet und mittels eines Chromatogramms Uberprift
werden. Die Silanmenge kann daher vorzugsweise je nach eingesetztem Tragermate-
rial optimiert werden, um die gewlinschten Bindungs/Elutionseigenschaften zu erzielen.

Vorzugsweise ist die nukleinsdurebindende Phase eine feste Phase. Zur Herstellung
kénnen die Gruppen A, die bindungsabschwachenden Gruppen N und die Initiatormo-
lekiile T sofern vorhanden bspw. an ein festes Tragermaterial gebunden werden. Ein-
zelheiten sind nachfolgend noch im Detail beschrieben. Der Einsatz einer festen Phase
erleichtert die Abtrennung der gebundenen Nukleinsauren von der Probe. Gemal einer
Ausfuhrungsform erfolgt daher nach der Bindung der Nukleinsduren eine Abtrennung
der festen Phase bzw. des nicht gebundenen Uberstandes.

Als Trager fir die nukleinsaurebindenen Gruppen kommen bspw. oxidische Materialien
infrage. Es eignen sich hierbei insbesondere Oxide wie Al,O3, TiO,, ZrO,, Ta,0s, SiO;
und Polykieselsaure, wobei SiO, oder Polykieselsduren als Tragermaterial bevorzugt
ist. Als Trager kommen auch organische Polymere wie Polystyrol und seine Derivate,
Polyacrylate und -methacrylate, und ihre Derivate oder Polyurethane, Nylon, Polyethy-
len, Polypropylen, Polybutyliden und Copolymere aus diesen Materialien infrage. Dar-
Uber hinaus kénnen diese nukleinsaurebindenden Gruppen auch mit Polysacchariden,
insbesondere Hydrogelen wie Agarose, Cellulose, Dextran, Sephadex, Sephacryl, Chi-
tosan verknlipft sein. Des Weiteren kénnen die nukleinsaurebindenden Gruppen auch
an anorganische Trager wie bspw. Glas oder Metalloberflachen, wie z. B. Gold, ange-
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bunden werden. Magnetische Partikel sind besonders vorteilhaft in der Handhabung.
Die nukleinsdurebindenden Gruppen A und/oder die Gruppen N kénnen direkt oder
aber Uber andere chemische Molekiile, bspw. Initiatormolekiile oder Linker an diese
Trager gebunden sein. Sie kédnnen auch Teil eines gréfderen Molekiils sein. Sofern das
Tragermaterial keine geeigneten funktionellen Gruppen als Bindungsstellen aufweist,
kénnen diese in an sich bekannter Weise eingefiihrt werden.

Weitere Ausflhrungsformen der Tragermaterialien umfassen nichtmagnetische und
magnetische Partikel, Sdulenmaterialien, Membranen, sowie Oberflachenbeschichtun-
gen. Ferner seien funktionalisierte Trager wie Rdhrchen, Membrane, Vliese, Papier,
Reaktionsgefalie wie PCR-Gefalte, "Eppendorf-Tubes”, Multiplates, Chips und Mikro-
arrays genannt.

Gemal einer Ausfuhrungsform liegt die nukleinsaurebindende Phase sowohl bei der
Bindung als auch bei Elution positiv geladen vor.

Eine weitere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft eine 16sliche nuklein-
saurebindende Phase, die Nukleinsauren nach dem erfindungsgemafien Prinzip rever-
sibel bindet. Lésliche Polymere kdénnen bspw. alternierend oder statistisch Gruppen A
und N aufweisen (siehe bspw. Fig. 2B). Auch kénnen die Seitenketten der A Gruppen
durch Gruppen N, insbesondere Alkylreste abgeschirmt sein, genannt seien bspw. Dii-
sopropylreste am Stickstoff. Die im Zusammenhang mit dem Tragermaterial erfolgten
Ausfihrungen gelten fir die 16sliche Nukleinsdurebindende Phase entsprechend.

Die nukleinsaurebindenden Gruppen A sind gemal} einer Ausflihrungsform lonenaus-
tauscher; vorzugsweise Anionenaustauscher. Bevorzugte Gruppen A, die sich fiir die
Bindung von Nukleinsduren bewahrt haben, sind Aminogruppen, bevorzugt sind prima-
re, sekundare und tertidre Aminogruppen. Diese kénnen substituiert oder unsubstituiert
sein. Darliber hinaus kdnnen auch ringférmige Amine, aromatische Amine oder amino-
funktionalisierte Heterozyklen eingesetzt werden. Die Amine kdnnen Substituenten tra-
gen, bspw. Alkyl, Alkenyl, Alkinyl- oder aromatische Substituenten, darlber hinaus
konnen die Kohlenwasserstoffketten auch zu einem Ring geschlossen sein. Die Koh-
lenwasserstoffketten kdnnen auch Heteroatome, wie Sauerstoff, Stickstoff, Schwefel
oder Silizium, oder Verzweigungen aufweisen. Wie ausgeflihrt weisen die Aminogrup-
pen als Gruppen A pKs-Werte von 8 bis 13, vorzugsweise 9 bis 13, besonders bevor-
zugt von 10 bis 12 auf.

Die Gruppe A kann Bestandteil einer Verbindung sein, die durch Polymerisation oder
Kondensation ein Oligomer oder Polymer ausbildet und damit insbesondere fiir die
Ausbildung der Liganden geeignet ist. Beispiele flir solche kettenbildenden Verbindun-
gen sind aminogruppenhaltige Acrylate wie
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N-(3-Aminomethyl)methacrylamid, N-(3-Aminoethyl)methacrylamid,
N-(3-Aminopropyl)methacrylamid, N-(3-Aminoisopropyl)methacrylamid
N,N-Dimethylacrylamid, N,N-Diethylacrylamid, N,N-Diisopropylacrylamid
N,N-(Dimethylamino)ethylacrylamid, N,N-(Dimethylamino)ethylacrylat,
N,N-(Dimethylamino)ethylmethacrylamid,N,N-(Dimethylamino)ethylmethacrylat,
N,N-(Dimethylamino)propylacrylamide, N,N-(Dimethylamino)propylacrylat,
N,N-(Dimethylamino)propylmethacrylamide,N,N-(Dimethylamino)propylmethacrylat,
N,N-(Diethylamino)ethylacrylamid, N,N-(Diethylamino)ethylacrylat,
N,N-(Diethylamino)ethylmethacrylamid, N,N-(Diethylamino)ethylmethacrylat,
N,N-(Diethylamino)propylacrylamide,N,N-(Diethylamino)propylacrylat,
N,N-(Diethylamino)propylmethacrylamide,N,N-(Diethylamino)propylmethacrylat,
N,N-(Diisopropylamino)ethylacrylamid, N,N-(Diisopropylamino)ethylacrylat,
N,N-(Diisopropylamino)ethylmethacrylamid, N,N-(Diisopropylamino)ethylmethacrylat,
N,N-(Diisopropylamino)propylacrylamide,N,N-(Diisopropylamino)propylacrylat,
N,N-(Dimethylamino)propylmethacrylamide,N,N-(Dimethylamino)propylmethacrylat,
2-(Dimethylamino)ethylmethacylat (DMAEMA) und 2-(Diisopropylamino)ethylmeth-
acrylat.

Hiervon ist das N,N-(Dimethylamino)propylmethacrylat besonders bevorzugt.

Die Gruppe A kann in einem Silan, bevorzugt in einem Reaktivsilan vorliegen. Als
Reaktivsilane werden Verbindungen bezeichnet, die hydrolytisch instabile Si-
Bindungen aufweisen, bspw. Si-N oder Si-O Bindungen. Beispiele fiir Reaktivsilane,
die wenigstens eine Gruppe A enthalten, sind:

| R AN | _|/
R\N_Si</(/\)n\* \/N/(/\)n\/s'\,'\l.sl\/(/\)n\*

H

Py
Py

wobei

n: 1 bis 5

R eine C1 bis C6, vorzugsweise eine C1 bis C3 Alkylgruppe ist; und

* Amino-, Aminomethyl-, Aminoethyl-, Aminopropyl-, Dimethylamino-, Diethylamino-,
Diisopropylamino-, Dipropylamino-, Diethanolamino-, Dipropanolamino-, Diethylentri-
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amin-, Triethylentetramin-, Tetraethylenpentamin, Etheramin, Polyetheramin, 4-
Diisobutylamino-I-butan, 6-Dipropylamino-l-hexan ist.

Entsprechende Reaktivsilane kénnen zur Einflihrung der Gruppen A eingesetzt wer-
den. Besonders bevorzugt sind Diethylaminopropyltrimethoxysilan (DEAPS), Dimethy-
lamino-propyltrimethoxysilan und N,N-Diisopropylaminopropyltrimethoxysilan.

Gemal} einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung erfolgt die Bindung der
Nukleinsauren bei einem pH-Wert von 2 bis 8, vorzugsweise 4 bis 7,5. Diese Angabe
bezieht sich auf den pH-Wert wahrend der Bindung und damit in der Probe. Das erfin-
dungsgemalie Verfahren ist je nach Gestaltung der nukleinsdurebindenden Phase da-
her auch bei sehr schonenden Bedingungen durchfiihrbar, und kann nahezu im neutra-
len Bereich durchgeflhrt werden kann. Aufgrund der Tatsache, dass die protonierba-
ren Gruppen der nukleinsdurebindenden Phase einen pKs-Wert von 8 bis 13, vor-
zugsweise 9 bis 13 und besonders bevorzugt 10 bis 12 aufweisen, liegen diese selbst
bei relativ neutralen pH-Werten ausreichend positiv geladen vor, um die effektive An-
bindung der Nukleinsduren zu erlauben. Daher kann die Bindung - sofern gewlinscht -
unter sehr schonenden Bedingungen erfolgen.

Der Bindung kann je nach Ausgangsmaterial wenigstens ein Ublicher Lyseschritt vor-
geschaltet sein, um die Nukleinsauren freizusetzen.

Ein weiterer wesentlicher Schritt des vorliegenden Verfahrens ist die Elution der Nuk-
leinsduren. Wie dargelegt, erfolgt die Nukleinsadurefreisetzung bei einem pH-Wert, der
oberhalb des Bindungs pH-Wertes liegt. Dies hat zur Folge, dass die Gruppen A bei
der Elution weniger positiv geladen vorliegen, wodurch die Freisetzung der Nukleinsau-
ren beglnstigt wird. Gegenliber herkdbmmlichen Anionaustauschern bewirkt die Verrin-
gerung des Anteils der Gruppen A und/oder die Anwesenheit der bindungsabschwa-
chenden Gruppen N eine verringerte Bindung der Nukleinsduren an das Tragermateri-
al. Dies hat wie oben dargelegt zur Folge, dass die Elution auch bei niedrigen Salzkon-
zentrationen durchgefiihrt werden kann.

Der Elutions-pH Wert liegt vorzugsweise unterhalb des pK-Wertes der Gruppen A.
Vorzugsweise erfolgt die Elution je nach eingesetzter nukleinsdurebindender Gruppe A
bzw. nukleinsaurebindenden Phase bei einem pH-Wert von 8 bis 11, 8 bis 10, vor-
zugsweise bei einem pH-Wert von 8,0 bis 9, besonders bevorzugt 8,5 bis 9. Grund-
satzlich kénnten jedoch auch héhere pH-Werte eingesetzt werden. Bei den bevorzug-
ten niedrigen pH-Werten werden jedoch besonders vorteilhafte Ergebnisse erzielt, da
die Nukleinsduren dennoch bei geringen Salzkonzentrationen freigesetzt werden kdn-
nen und die Bedingungen zudem mild sind.
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Um die direkte Weiterverarbeitung der isolierten Nukleinsduren im Elutionspuffer zu
ermoglichen, weist dieser wie ausgeflhrt vorzugsweise eine niedrige Salzkonzentration
auf. Dies wird durch die erfindungsgemalle Ausgestaltung der Nukleinsdurebindenden
Phase ermdglicht. Die Salzkonzentration liegt daher gemaf einer Ausfiihrungsform bei
1 mM bis 1000 mM, besonders bevorzugt von 1 mM bis 200 mM, 1 mM bis 250 mM,
oder 1 mM bis 100 mM. Geeignete Salze kdnnen Chloride der Alkali und Erdalkalime-
talle oder Ammonium, andere Salze von Mineralsauren, Acetate, Borate sowie Verbin-
dungen wie Tris, Bis-Tris sowie organische Puffer, wie bspw. MIS, CHAPS, HEPES
und dhnliche darstellen. Entsprechendes gilt fir den Bindungspuffer. Geeignete Sub-
stanzen zur Elution sind dariiber hinaus im Stand der Technik bekannt. Die Salzkon-
zentration ist im Bindungsschritt und im Elutionsschritt unverandert oder wird bei der
Elution leicht angehoben. Vorzugsweise wird die Konzentration jedoch nicht derart er-
hoht, dass die nachfolgenden Reaktionen behindert werden. Weiterhin kann die Tem-
peratur bei Bindung und Elution gleich sein oder bei der Elution angehoben werden.

Um die Aufreinigung zu begunstigen, wird nach der Bindung und vor der Elution der
Nukleinsduren vorzugsweise wenigstens ein Waschschritt durchgefiihrt. Zum Waschen
sind wassrige Losungen mit niedrigen Salzkonzentrationen und aber auch Wasser be-
vorzugt. Wenn Salze in den Waschpuffern enthalten sind, so bevorzugt in einer Kon-
zentration von 1 mM bis 1000 mM, besonders bevorzugt von 1 mM bis 200 mM, 1 mM
bis 250 mM, oder 1 mM bis 100 mM. Der Puffer kann organische Verbindungen wie
Kohlenhydrate und bevorzugt organische Lésungsmittel wie bspw. Alkohole, Polyole,
Polyethylenglykole, Ether, Polyether, Dimethylsulfoxid, Aceton oder Acetonitril. Die
Waschpuffer sollten jedoch keine stérende Mengen der entsprechenden organischen
Bestandteile aufweisen, um die Downstream-Applikationen nicht zu behindern.

Als bindungsabschwachenden Gruppen N koénnen ladungsneutrale Gruppen wie
Hydroxylgruppen, Diolgruppen, Triolgruppen, Saccharide, Epoxidgruppen, C1-C6 Al-
kyl-, Alken-, oder Alkingruppen, Polyolgruppen, Ether, Polyether, Halogenide oder Imi-
de dienen. Durch den Einsatz hydrophiler Gruppen N bleibt der lonentauscher weiter-
hin gut mit wassrigen Puffern benetzbar. Die Gruppe N kann Bestandteil einer Verbin-
dung sein, die durch Polymerisation oder Kondensation ein Oligomer oder Polymer bil-
det. Beispiele fiir Verbindungen durch die Gruppen N eingeflihrt werden kénnen, sind
Acrylate, wie Butylacrylat, Propylacrylat, Ethylacrylat, Methylacrylat, Glycidylmethacry-
lat, Hydroxyethylmethacrylat (HEMA), Glycidoxypropylmethacrylat, Glycerolmono-
methacrylat (Isomerengemisch), Glycolmonomethacrylat und N-Acryloxysuccinimid.

Die Gruppe N kann auch in einem Silan, bevorzugt in einem Reaktivsilan vorliegen.
Beispiele fiir Reaktivsilane, die die Gruppe N enthalten sind:
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| L
! AN Si_ s
R\ITI'SI\/(/\)n\* /N . . Si _,
R R H
cl cl
% %% [Cl

wobei

n=1-5

R eine C1 bis C6, vorzugsweise C1 bis C3 Alkylgruppe ist;

* Hydroxymethyl-, Hydroxyethyl-, Hydroxypropyl-, Ethandiol-, Propandiol-, Propantriol-,
Butantriol, 3-Glycidoxypropyl, Ethylglycidylether, Alkylrest, insbesondere ein C1 bis C4
Alkylrest, Halogenid oder Wasserstoff ist.

Gemald einer Ausflihrungsform weist das Tragermaterial Initiatorgruppen T auf, die
zumindest teilweise mit Verbindungen funktionalisiert sind, die Gruppen A und/oder N
aufweisen. Geeignete Beispiele werden nachfolgend noch im Detail erlautert.

Die Erfindung betrifft ferner die Synthese bzw. ein Verfahren zur Herstellung eines ent-
sprechenden nukleinsaurebindenden Tragermaterials. Hierzu existieren verschiedene
Ausfuhrungsformen:

Alternative (A): Bei diesem Verfahren wird das Tragermaterial mit einer Mischung aus
wenigstens zwei unterschiedlichen Liganden | und |l funktionalisiert, wobei die Ligan-
den | wenigstens eine Gruppe A aufweisen und die Liganden Il wenigstens eine Grup-
pe N aufweisen bzw. darstellen. Einzelheiten zu dieser Ausflihrungsform wurden be-
reits oben im Detail erlautert. Wir verweisen auf die obige Offenbarung.

Alternative (B): Bei diesem Verfahren wird in einem ersten Schritt das Tragermaterial
mit einer Mischung aus Initiatormolekiilen T und Liganden, die wenigstens eine Gruppe
A aufweisen, funktionalisiert. Hierbei sind die eine Gruppe A tragenden Verbindungen
so ausgewahlt oder werden so modifiziert, dass keine weiteren Molekiile angebunden
werden kénnen. Im zweiten Schritt werden dann Verbindungen hinzugegeben, die
mindestens eine Gruppe N tragen und an die Initiatormolekiile T binden.



10

15

20

25

30

35

40

WO 2010/072834 PCT/EP2009/067909

15

Alternative (C): Funktionalisierung des Tragermaterials mit nukleinsaurebindenden Li-
ganden, wobei diese innerhalb eines Liganden eine oder mehrere Gruppen A und eine
oder mehrere Gruppen N aufweisen. Einzelheiten sind oben im Zusammenhang mit
dem erfindungsgemafien Verfahren erldutert. Vorzugsweise erfolgt in einem ersten
Schritt die Anbindung von Initiatormolekiilen T an das Tragermaterial. Diese dienen als
Ausgangspunkt fir das Wachstum einer Copolymerkette. Durch Zugabe von wenigs-
tens eine Gruppe A und/oder oder wenigstens eine Gruppe N aufweisenden Verbin-
dungen und Anbindung dieser an die Initiatormolekiile T. Die Polymerkette wird durch
Zugabe weiterer wenigstens eine Gruppe A und/oder wenigstens eine Gruppe N auf-
weisenden Verbindungen verlangert.

Hierbei kdnnen die Polymerisationsschritte auch so gesteuert werden, dass die Grup-
pen A und N jeweils als Oligomere eingebaut werden, so dass Blockcopolymere ent-
stehen. Ein Bespiel fur eine kontrolliert ablaufende Polymerisationsreaktion, die erfin-
dungsgemal} eingesetzt werden kann ist beispielsweise die sogenannte ,Atom transfer
radical polymerization® (ATRP). Die ATRP zeichnet sich dadurch aus, dass die Kon-
zentration freier Radikale durch Zusatz eines Ubergangsmetallkomplexes und in Kom-
bination mit einem Atomtransferprozesses mit einem Organohalogenid soweit ernied-
rigt wird, dass Kettenabbruchreaktionen, wie Disproportionierung oder Rekombination
weitestgehend zurlickgedrangt werden.

Alternative (D): Funktionalisierung des Tragermaterials mit Gruppen A und N, wobei
die Gruppen A sterisch durch Verbindungen abgeschirmt werden, die wenigstens eine
Gruppe N aufweisen. Gemal einer Ausfuhrungsform dieser Variante erfolgt in einem
ersten Schritt die Funktionalisierung des Tragermaterials mit Initiatorgruppen T. Im An-
schluss erfolgt die Zugabe von wenigstens eine Gruppe A aufweisenden Verbindungen
und Anbindung dieser an die Initiatormolekile T. In einem weiteren Schritt erfolgt die
Abschirmung der Gruppen A durch Anbindung mindestens einer Verbindung, die we-
nigstens eine Gruppe N aufweist. Vorzugsweise liegen die Gruppen N in Form von Oli-
gomeren/Polymeren vor (siehe oben), die aufgrund ihrer dreidimensionalen Struktur
eine sterische Abschirmung der Gruppen A bewirken. Einzelheiten sind oben im Zu-
sammenhang mit dem erfindungsgemalen Verfahren erlautert.

Alternative (E): Gemal dieser Ausfiihrungsform erfolgt die Funktionalisierung des Tra-
germaterials mit Gruppen A im Unterschuss. Diese Variante wurde bereits oben im De-
tail beschrieben. Wir verweisen auf die obige Offenbarung.

Die Alternativen A-E kdnnen auch in beliebiger Kombination eingesetzt werden. Ein-
zelheiten zu den nukleinsdurebindenden Gruppen A, den Gruppen N sowie den Initia-
tormolekiilen T sind im Detail oben beschrieben und gelten auch im Zusammenhang
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mit den hier aufgefiihrten Verfahren zur Tragermodifizierung und kennzeichnen die
darin verwendeten Bestandteile. Wir verweisen auf die obige Offenbarung.

Gemal} einer Ausfilhrungsform des Verfahrens zur Funktionalisierung des Tragermate-
rials mit den Gruppen A und N werden diese Gruppen Uber monofunktionale, bi- oder
trifunktionale Reaktivsilane oder mittels eines Gemisch aus mindestens zwei unter-
schiedlich funktionalen Reaktivsilanen eingebracht. Als Reaktivsilane kdnnen bei-
spielsweise Aminosilane, Disilazane, Chlorsilane oder Alkoxisilane verwendet werden.
Der Anteil der A Gruppen bezogen auf die N-Gruppen betragt 1% bis 99%, 1 bis 50%,
vorzugsweise 1% bis 25%.

Tri- und bifunktionelle Reaktivsilane neigen dazu, durch Polykondensation vernetzte,
dicke Schichten auf dem Trager zu bilden. Monofunktionelle Reaktivsilane reagieren
dagegen bspw. mit den Silanolgruppen des Tragermaterials unter Bildung von Siloxan
(Si-O-Si) Bindungen. Das fiihrt dann zu eher monomolekularen Schichten auf dem
Trager. Die Umsetzung des Tragermaterials mit Reaktivsilanen kann in der Gasphase
oder in Suspension in einem Ldsungsmittel durchgefiihrt werden, wobei bei Letzterem
in Abhangigkeit von der Chemie des Reaktivsilans, organische und bevorzugt wassrige
Lésungsmittel verwendet werden kdnnen.

Geeignete und bevorzugte Tragermaterialen sind oben im Detail beschrieben. Gemaf}
einer Ausfiihrungsform des Verfahrens, wird das Tragermaterial zunachst mit Initiator-
molekilen T modifiziert und im nachsten Schritt werden die Gruppen A und/oder N in
Form von Monomeren eingebracht. Die Initiatormolekile T kdnnen als Anknipfungs-
stelle fur weitere Verbindungen dienen, die beispielsweise Uber (Poly-) Kondensation
oder Polymerisation, insbesondere eine radikalische Polymerisation wie insbesondere
ATRP (Atomtransferradikalpolymerisation) eingefiihrt werden. Beispiele fur Initiatormo-
lekile T sind:

e D O

X OR X OR X
/ / Sl\
\_©78'\\ \_Q‘S'\\OR <:> 2R
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O

Wobei X = Halogen, insbesondere ClI, Br, |
Y1, Y2, Y3 oder Y4 = unabhangig voneinander R, OR, OH oder H

und R = C1 - C3 Alkyl ist.

Vorzugsweise wird 2-(Chloromethyl)allyltrimethoxysilan oder
[3-(2-Bromoisobutyryl)propyl]-ethoxydimethylsilan (BPDS) als Initiatormolekail

eingesetzt.

Beispiele flir Reaktivsilane, durch die nach dem erfindungsgemaflen Verfahren Grup-
pen A und/oder Gruppen N eingebracht werden kénnen, sind nachfolgend aufgefiihrt:



10

15

20

25

30

WO 2010/072834 PCT/EP2009/067909
18
| R L/
H \ Si Si
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N A /N N "
R R H
cl cl
% [/ ,Cl

wobei

n=1-5

R eine C1 bis C6, vorzugsweise C1 bis C3 Alkylgruppe, insbesondere Methyl, Ethyl,
Propyl, i-Propyl ist;

* Amino-, Aminomethyl-, Aminoethyl-, Aminopropyl-, Dimethylamino-, Diethylamino-,
Diisopropylamino-, Dipropylamino-, Diethanolamino-, Dipropanolamino-, Diethylentri-
amin-, Triethylentetramin-, Tetraethylenpentamin, Etheramin, Polyetheramin, 4-
Diisobutylamino-I-butan, 6-Dipropylamino-I-hexan, Hydroxymethyl-, Hydroxyethyl-,
Hydroxypropyl-, Ethandiol-, Propandiol-, Propantriol-, Butantriol, 3-Glycidoxypropyl,
Ethylglycidylether, Alkylrest, insbesondere ein C1 bis C4 Alkylrest, insbesondere Me-
thyl, Ethyl, Propyl, i-Propyl, Butyl, i-Butyl, Halogenid oder Wasserstoff ist.

Neben den bereits im Detail beschriebenen Verfahren der gemischten Silanisierung
und der Silanisierung im Unterschuss, bestehen weitere Moglichkeiten, die Dichte an
Gruppen A auf dem Tragermaterial definiert einzustellen. Wie ausgefithrt kann man
bspw. ein "grafting - from" Prozess am Tragermaterial durchfiihren. Dies gelingt bei-
spielsweise durch die Methode der Atomtransferradikalpolymerisation (ATRP), die be-
reits oben beschrieben wurde. Bei dieser Methode werden zunadchst durch Silanisie-
rung Initiatorgruppen T, Gruppen N und/oder Gruppen A auf den Trager aufgebracht.
Die Initiatorgruppen T sind bei diesem Prozess entscheidend, da von diesen Gruppen
die Initiation des grafting - from Prozesses seinen Ausgang nimmt (Kettenstart).

Beispielsweise gelingt es durch halogenidhaltige Silane, mittels ATRP (Atom Transfer
Radical Polymerization), Homopolymere, Copolymere und Block- Copolymere auf-
wachsen zu lassen. ATRP ist eine besondere Form der Living/Controlled Free Radical
Polymerization (LFRP), bei welcher die Konzentration freier Radikale durch Zusatz ei-
nes Ubergangsmetallkomplexes und in Kombination mit einem Atomtransferprozesses
mit einem Organohalogenid soweit erniedrigt wird, dass Kettenabbruchreaktionen, wie
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Disproportionierung oder Rekombination, weitestgehend zurlick gedrangt werden. Die-
ses Verfahren ermdglicht durch Verwendung von Monomeren und Monomergemischen
gezielt die Ladungsdichte der Trageroberflache einzustellen und damit die Bindestarke
der Nukleinsauren zu beeinflussen. Durch entsprechende Wahl der Monomere kénnen
gezielt die Gruppen A und/oder N aufgebracht werden.

Die entsprechend erzeugten nukleinsdurebindenden Tragermaterialien kdnnen insbe-
sondere in dem erfindungsgemalfen Aufreinigungsverfahren zum Einsatz kommen.

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung einer erfindungsgemalen nukleinsaure-
bindenden Phase zur Aufreinigung von Nukleinsduren. Nukleinsduren im Sinne der Er-
findung umfassen insbesondere DNA und RNA, insbesondere genomische DNA,
Plasmid-DNA, sowie PCR Fragmente, cDNA, miRNA, siRNA, sowie Oligonukleotide
und modifizierte Nukleinsduren wie bspw. PMA oder LMA. Es kénnen auch virale oder
bakterielle RNA sowie DNA oder Nukleinsauren aus menschlichen, tierischen oder
pflanzlichen Quellen aufgereinigt werden. Des Weiteren kommen fiir eine erfindungs-
gemalte Aufreinigung auch DNA/RNA Hybride in Frage sowie modifizierte Nukleinsau-
ren.

Ferner wird mit der Erfindung ein Kit zur Aufreinigung von Nukleinsduren zur Verfu-
gung gestellt, das dadurch gekennzeichnet ist, dass es ein erfindungsgemalies nuk-
leinsdurebindendes Tragermaterial aufweist, das nukleinsdurebindende Gruppen A mit
wenigstens einer protonierbaren Gruppe aufweist, die einen pKs-Wert von 8 bis 13,
vorzugsweise 9 bis 13, besonders bevorzugt 10 bis 12 aufweisen. Einzelheiten zu dem
erfindungsgemalen Tragermaterial und seiner Funktionalisierung sind oben im Detail
ausgefiihrt; wir verweisen auf obige Ausflihrungen.

Das Kit kann ferner Bindungs-, Wasch- und/oder Elutionspuffer aufweisen, wie sie
bspw. oben im Zusammenhang mit dem Aufreinigungsverfahren beschrieben wurden.

Darlber hinaus kann es Lyse- und Neutralisierungspuffer aufweisen.

Gemal} einer Ausfiihrungsform weist das Kit einen Bindungspuffer auf, der vorzugs-
weise wenigstens eines der nachfolgenden Merkmale aufweist:

(@) einen pH-Wert von 1 bis 13; und/oder

(b) eine Salzkonzentration von 1 mM bis 1000 mM, besonders bevorzugt von
1 mM bis 200 mM, 1 mM bis 250 mM, oder 1 mM bis 100 mM.

Die Vorteile der entsprechenden Merkmale wurden oben bereits im Zusammenhang
mit dem Verfahren erlautert, wir verweisen auf die obige Offenbarung.



10

15

20

25

30

35

40

WO 2010/072834 PCT/EP2009/067909

20

Gemal} einer Ausflihrungsform weist das Kit ferner einen Waschpuffer auf, der vor-
zugsweise wenigstens eines der nachfolgenden Merkmale aufweist:

(@) einen pH-Wert von 2 bis 7, vorzugsweise 4 bis 7;
und/oder

(b) eine Salzkonzentration von 1 mM bis 1000 mM, besonders bevorzugt von
1 mM bis 800 mM, 1 mM bis 600 mM; und/oder

(c) erist ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Wasser, biologische Puffer,
organische Puffer, insbesondere Tris, Tris-Bis, MIS, MOPS, CHAPS und
HEPES.

Gemal} einer weiteren Ausfiihrungsform weist das Kit ferner einen Elutionspuffer auf,
der vorzugsweise wenigstens eines der nachfolgenden Merkmale aufweist:

(@) einen pH-Wert von 8 bis 10, bevorzugt 8 bis 9
und/oder

(b) eine Salzkonzentration von 1 mM bis 1000 mM, besonders bevorzugt von
1 mM bis 200 mM, 1 mM bis 250 mM, oder 1 mM bis 100 mM; und/oder

(c) erist ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Wasser, biologische Puffer,
organische Puffer, insbesondere Tris, Tris-Bis, MIS, MOPS, CHAPS und
HEPES.

Einzelheiten zur nukleinsdurebindenden Phase sowie den Elutionsbedingungen sind
im Detail oben beschrieben und gelten auch im Zusammenhang mit dem erfindungs-
gemalen Kit und kennzeichnen die darin verwendeten Bestandteile/Puffer. Wir verwei-
sen auf die obige Offenbarung.

Erfindungsgemafe Kits kdnnen insbesondere im Rahmen des erfindungsgemalien
Verfahrens zur Anwendung kommen. Die vorliegenden Verfahren, Kits sowie nuklein-
saurebindenden festen Phasen konnen insbesondere im Bereich der Molekularbiolo-
gie, der molekularen Diagnostik, in der Forensik, in der Lebensmittelanalytik sowie im
Applied Testing eingesetzt werden. Die Anwendung des erfindungsgemalien Kits er-
laubt die unmittelbare Weiterverarbeitung der aufgereinigten Nukleinsauren in
.-downstream® Applikationen, insbesondere in einer PCR Reaktion.

Durch Wahl/Kombination der beschriebenen Parameter, insbesondere der die Elution
férdernden bindungsabschwachenden Gruppen N, und der Reduzierung der nuklein-
saurebindenden Gruppen kann der pH-Wert der nukleinsaurebindenden Phase in Be-
zug auf die Elutionsbedingungen optimal eingestellt werden. Entsprechend kann das
Elutionsprofil der nukleinsdurebindenden Phase, insbesondere die Salzkonzentration
und der Elutions pH-Wert gesteuert bzw. eingestellt werden.
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Nukleinsauren, die mit den erfindungsgemalien Systemen aufgereinigt werden kdnnen,
kénnen in Korperflissigkeiten wie Blut, Urin, Stuhl, Speichel, in biologischen Quellen
wie Gewebe, Zellen, insbesondere Tierzellen, Humanzellen, Pflanzenzellen, Bakteri-
enzellen und dergleichen, Organen wie Leber, Niere oder Lunge vorliegen, dazu kann
die Nukleinsaure aus Tragermaterialien wie Swabs, PapSmears, sowie stabilisierende
Medien wie PreServCyt oder Surepath, oder auch aus weiteren Flissigkeiten, wie z.B.
Saften, wassrigen Proben oder allgemein Lebensmitteln gewonnen werden. Dartiber
hinaus kénnen die Nukleinsduren aus Pflanzenmaterial, bakteriellen Lysaten, in Paraf-
fin eingebettetem Gewebe, wassrige Losungen oder Gelen gewonnen werden.

Die eluierten Nukleinsduren kénnen vorzugsweise direkt weiterverarbeitet werden, so
bspw. im Rahmen einer PCR, RT-PCR, einem Restriktionsverdau oder einer Transkrip-
tion zum Einsatz kommen. Eine weitere Aufreinigung ist nicht erforderlich, sofern die
Elutionspuffer wie oben beschrieben ausgestaltet sind und vorzugsweise eine niedrige
Salzkonzentration aufweisen.
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FIGUREN
Die Figuren zeigen:

Figur 1. Schematische Ubersicht (iber die Ausstattung des Tragermaterials mit den
nukleinsaurebindenden Gruppen A und den bindungsschwachenden Gruppen N, wo-
bei diese auf separaten Liganden vorkommen (siehe auch Anspruch 2(i)).

Figur 2. Schematische Ubersicht (iber die Ausstattung des Tragermaterials mit den
nukleinsaurebindenden Gruppen A und den bindungeshemmenden Gruppen N, wobei
diese gemischt innerhalb eines Liganden vorkommen (siehe auch Anspruch 2(ii)). (A)
stellt ein Tragermaterial dar, das zuerst mit Gruppen A und dann mit Gruppen N aus-
gestattet worden ist; (B) stellt eine alternierende Abfolge von A und N innerhalb eines
Liganden dar.

Figur 3. Schematische Ubersicht iiber die Ausstattung des Trégermaterials mit den
nukleinsdurebindenden Gruppen A und den sterisch abschirmenden Gruppen N, wobei
diese gemal} den in Figur 1 und 2 dargestellten Schemata mit den nukleinsaurebin-
denden Gruppen A kombiniert werden kénnen. Siehe Anspruch 2 (iii).

Figur 4. Schematische Ubersicht iiber die beispielhafte Ausstattung des Tragermateri-
als mit den nukleinsdurebindenden Gruppen A und den bindungshemmenden und/oder
sterisch abschirmenden Gruppen N, wobei diese aus einer Kombination der in Figur 1
bis 3 dargestellten Schemata gebildet werden. Siehe Anspruch 2 (iv).

Figur 5. Schematische Ubersicht (iber die Ausstattung des Tragermaterials mit einem
Unterschuss an nukleinsdurebindenden Gruppen A. Siehe Anspruch 3 (iv).

Figur 6. Elutionsprofil gemaf Beispiel A 3 a) bei verschiedenen pH-Werten.

Figur 7. Elutionsprofil gemaf} Beispiel A 3 b) bei verschiedenen pH-Werten.

Figur 8. Elutions-Diagramm fiir die gemaf} Beispiel C.1) hergestellten Kieselgele.

Die vorliegende Erfindung soll nachfolgend anhand von einigen Beispielen erlautert
werden. Diese sind nicht beschrankend, stellen jedoch bevorzugte Ausfiihrungsformen

der vorliegenden Erfindung dar. Dariiber hinaus werden samtliche der hierin genannten
Referenzen zum Gegenstand der Offenbarung gemacht.
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BEISPIELE
Im Rahmen der Experimente wurde Plasmid-DNA als Modellsysteme fiir Nukleinsau-
ren verwendet.
A) Modifizierung eines Tragermaterials mit benachbarten Gruppen A und N

A.1) Silanisierung von Kieselgel mit 2-(Chloromethyl)allyltrimethoxysilan und
DEAPS im molaren Verhaltnis von 1:1 (AAK01-10)

Materialien

Tragermaterial: Silika/Kieselgel mit einer Porengrolie von ca. 150nm. Die spezifische
Oberflache betragt ca. 25m?g.

Beschichtungsreagenzien: 2-(Chloromethyl)allyltrimethoxysilan, DEAPS; QSP1-Puffer
(saure Acetatpuffer).

Herstellungsvorschrift

In einem Dreihalskolben wurden 70 ml Wasser, 2.5 ml QSP1-Puffer (QIAGEN), 322 ul
2-(Chloromethyl)allyltrimethoxysilan und 413 yl DEAPS mit resultierendem pH 5.3 vor-
gelegt und 18g Kieselgel zugegeben. Die Mischung wurde unter Riihren innerhalb von
20 min auf 95°C erhitzt, fur 4 Stunden bei dieser Temperatur weitergeriihrt und dann
1h unter Rihren abgekihlt. Das Kieselgel wurde Uber eine P3 Fritte abgetrennt und
nacheinander mit 32,3 g Tris/NaCl-Puffer, 2-mal mit 30 ml VE-Wasser, 2-mal mit 35 ml
Methanol und abschliefdend mit 30 ml Methanol gewaschen. Das fertige Tragermaterial
AAKO01-10 wurde ber Nacht bei 125°C getrocknet.

Zum Vergleich wurde das identische Tragermaterial ausschlie3lich mit der die Gruppe
A tragenden Verbindung DEAPS modifiziert. In einem Dreihalskolben wurden 70 ml
Wasser, 2.5 ml QSP1-Puffer, und 825 ul DEAPS mit resultierendem pH 5.5 vorgelegt
und 18 g Kieselgel zugegeben. Die Mischung wurde unter Rihren innerhalb von 20
min auf 95°C erhitzt, fiir 4 Stunden bei dieser Temperatur weitergeriihrt und dann 1h
unter Ruhren abgekihlt. Das Kieselgel wurde tber eine P3 Fritte abgetrennt und nach-
einander mit 32,3 g Tris/NaCl-Puffer, 2-mal mit 30 ml VE-Wasser, 2-mal mit 35 ml Me-
thanol und abschlielRend mit 30 ml Methanol gewaschen. Das fertige Tragermaterial
AAKO01-30 wurde ber Nacht bei 125°C getrocknet.
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Aufreinigung von Plasmid DNA mit dem modifizierten Tragermaterial AAK01-10
unter Bestimmung des Elutionspunktes

Die Bindung wurde in einem Puffer 50mM Tris —HCI pH7.0, 15% Ethanol durchgefiihrt.
Zur Elution wurde innerhalb von 23 min ein Stufengradient von 0% zu 100% Puffer B
(50mM Tris-HCI, pH 7.0, 15% Ethanol, 2M NaCl) gefahren und die Menge der eluierten
DNA kontinuierlich mittels UV-Spektroskopie bestimmt. Die NaCl-Konzentration, bei
der erstmalig signifikante Mengen an DNA eluiert wurde, wurde als Elutionspunkt fest-
gehalten. Dabei zeigte sich, dass die Einfiihrung der Gruppen N den Elutionspunkt sig-
nifikant senken.

Das ausschlie3lich mit dem protonierbaren Gruppen A (DEAPS) beschichtete Trager-
material (AAK01-30) zeigt bei einem pH-Wert von 7.0 den Elutionspunkt bei 1600mM
NaCl. Es werden also recht hohe Salzkonzentrationen bendtigt, um die Nukleinsduren
zu eluieren. Fir das gemischt A/N-modifizierte Kieselgel AAKO1-10 ergibt sich der Elu-

tionspunkt bei ~700 mM NaCl. Die zur Elution notwendige lonenstarke wurde somit um
mehr als 50% reduziert.

A.2) Silanisierung des A/N-modifizierten Kieselgels mit Hydroxyethylmethacrylat
(HEMA) (AAKO01-11)

Materialien

Ausgangsmaterial: modifiziertes Kieselgel AAKO1-10 (siehe Vorschrift A.1)
Beschichtungsreagenzien: Hydroxyethylmethacrylat (HEMA).

Herstellungsvorschrift

Mit Hilfe der durch Cu(l)-katalysierten Atomtransferradikalpolymerisation (ATRP) wird
an das bereits gebundene Chlorsilan HEMA Oligomere aufgebaut.

Im Reaktionskolben werden 20ml HEMA, die vorab (ber Al,O3 aktiviert wurden, mit
20 ml VE-Wasser 30 min mit Argon gespiilt, dann 68 mg CuCl,, 46 mg CuBr; und
313 mg Bispyridin hinzugegeben und nach Untermischen 10 g AAK01-20 hinzugeflgt.
Die Mischung wird fir 4 Stunden bei Raumtemperatur gerhrt und direkt danach Utber
eine P3 Glasfilterfritte abgesaugt. Auf der Fritte wird das Material zundchst mehrfach
mit 100 mM NaCl/100 mM EDTA-Puffer gewaschen, dann mit VE-Wasser, einmal mit 8
ml Methanol, und zweimal mit 7 ml Methanol gewaschen. Das fertige Tragermaterial
AAKO01-11 wurde fiir 14 Stunden bei 60°C getrocknet.
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Zum Vergleich wurde das mit DEAPS modifizierte Tragermaterial AAK01-30 in gleicher
Weise mit HEMA umgesetzt und aufgearbeitet. Das Endprodukt dieser Reaktion wurde
als AAKO1-31 bezeichnet. Da das DEAPS als funktionelle Gruppe nur ein tertidres A-
min, allerdings kein polymerisationsfahige Allylgruppe tragt, sollte keine HEMA-
Ankopplung erfolgen.

Aufreinigung von Plasmid DNA mit dem modifizierten Tragermaterial AAK01-11
unter Bestimmung des Elutionspunktes

Die Versuche wurden wie unter A.1 beschrieben durchgefiihrt. Das ausschlief3lich mit
dem protonierbaren Gruppen (DEAPS) beschichtete Tragermaterial AAKO1-31 zeigt
bei einem pH-Wert von 7.0 den Elutionspunkt bei 1500 mM NaCl. Es werden also recht
hohe Salzkonzentrationen bendtigt, um die Nukleinsduren zu eluieren. Fir das mit
HEMA-modifizierte Kieselgel AKO1-11 ergibt sich der Elutionspunkt bei ~400 mM NaCl.
Die zur Elution notwendige lonenstarke wurde somit um nahezu 75% reduziert.

A.3) Silanisierung von Silikabeads mit Silanen in verschiedenen molaren Ver-
héltnissen.

a) FF-Silikabeads
Der nachfolgende Versuchsaufbau wurde gewahlt. Als Tragermaterial wurden FF-
Silikabeads eingesetzt.

Verhaltnis der Silane zueinander . . restliche
mittels Eluti- bund
Silan Silan A Silan N pH-Wert | onspuffer* geDNlKl ene
pro g Tra- der Elu- | eluierte DNA 50 pro
. mg Beads
germate- tions- pro 50mg eluiert mit
rial [pmol] | [mmol%] | [umol] | [mmol%] | [umol] | puffers Beads QN**-Puffer
[l eluiert [ug]
HLO9MB 182,8 25,00 (45,700 75,00 |137,100| pH 750 4,7 35,6
HLO9MB 182,8 25,00 (45,700 75,00 |137,100| pH 7,75 20,3 29,0
HLO9MB 182,8 25,00 |[45,700| 75,00 |137,100| pH 8,00 37,3 17,3
HLO9MB 182,8 25,00 (45,700 75,00 |137,100| pH 8,25 48,1 11,0
HLO9MB 182,8 25,00 |[45,700| 75,00 |137,100| pH 8,50 52,5 7,2

*. Zusammensetzung Elutionspuffer;: 20mM Kaliumchlorid; 50mM Tris in Wasser auf pH X ein-

gestellt;

**. Zusammensetzung QN-Puffer: 1600mM Natriumchlorid; 50mM Tris 15% Ethanol in Wasser
auf pH 7 eingestellt

Die Ergebnisse sind in Fig. 6 gezeigt.
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Der nachfolgende Versuchsaufbau wurde gewahlt. Als Tragermaterial wurden die
magnetischen Silikabeads MagAttract Beads G der Firma QIAGEN eingesetzt:

Verhaltnis der Silane zueinan-
Silan der _ _ restliche
pro g Silan A Silan N pH-Wert | mittels Elutl- gebundene
Tri- der onspuffer* elu- DNA pro
erma- Eluti- ierte DNA pro |50mg Beads
gerr ons- 50mg Beads eluiert mit
terial | [mmol%] | [umol] |[mmol%]| [umol] puffers [ug] QN**-Puffer
[umol] eluiert [ug]
HLGO9ST| 182,8 25,00 (45,700 75,00 |137,100 | pH 7,50 4,3 69,5
HLGO9ST| 182,8 25,00 (45,700 75,00 |137,100 | pH 7,75 28,6 40,9
HLGO9ST| 182,8 25,00 [45,700| 75,00 |137,100 | pH 8,00 50,6 15,5
HLGO9ST| 182,8 25,00 (45,700 75,00 |137,100 | pH 8,25 60,3 2.8
HLGO9ST| 182,8 25,00 [45,700| 75,00 |137,100 | pH 8,50 69,0 2,7

*. Zusammensetzung Elutionspuffer 20mM Kaliumchlorid; 50mM Tris in Wasser auf pH X ein-

gestellt;

**. Zusammensetzung QN-Puffer: 1600mM Natriumchlorid; 50mM Tris 15% Ethanol in Wasser
auf pH 7 eingestellt

Die Ergebnisse sind in Fig. 7 gezeigt.

B) Modifizierung eines Tragermaterials mit Initiatormolekiilen

Zur Herstellung der erfindungsgemafien Random- und/oder Block(-Co)-Polymere wer-
den zuerst Initiatorgruppen T auf das entsprechende Tragermaterial - wie nachfolgend
beispielhaft dargestellt - aufgebracht. Diese dienen dann in einem nachfolgenden
Schritt als Ausgangspunkt flir die Aufbringung von Liganden/Polymerketten aus den
Gruppen A und/oder den Gruppen N.

B.1) Silanisierung von [3-(2-Bromoisobutyryl)propyl]-ethoxydimethylsilan auf ei-
nem Silikagel

Materialien
Tragermaterial: Silikagel (Fuji MB 1500-40/75 / Lot: HT70594)

Beschichtungsreagenzien: [3-(2-Bromoisobutyryl)propyl]-ethoxydimethylsilan (BPDS).
Silanmenge: 800umol / g Tragermaterial
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Herstellungsvorschrift

In einer 250 ml KPG-Rihrapparatur (trocken) mit Rickflisskiihler und Wasserabschei-
der wurden 10,0 g Tragermaterial, 200 ml trockenes Cyclohexan und 2490 mg [3-(2-
Bromoisobutyryl)propyl]-ethoxydimethylsilan vorgelegt.

Das Gemisch reagierte unter Riihren (100 1/min) bei 85°C (Olbadtemperatur) lber
Nacht (16h). Danach wurde das Olbad entfernt und die Suspension kiihlte innerhalb
2 h unter Rihren ab. Das modifizierte Tragermaterial / der Kieselgelinitiator (KI104)
wurde Uber eine P3 Fritte abgetrennt und auf dieser mit 7 x 20 mL Hexan gewaschen.
Danach wurde das modifizierte Tragermaterial bei 40°C lber Nacht (ca. 12h) im Vaku-
umtrockenschrank getrocknet.

Gemald der vorstehenden Herstellvorschrift wurden finf Chargen an Kieselgelinitiato-
ren (KI 04 a - e) hergestellt, die im nachfolgenden Schritt als Ausgangspunkt flir die
Herstellung der erfindungsgemafien, schwachen lonenaustauscher dienten.

C) Herstellung schwacher lonenaustauscher mittels ATRP

Zur Herstellung der erfindungsgemalfien, schwachen lonenaustauscher wurden auf das
Ausgangsmaterial, dem Initiatorgruppen T tragenden, modifizierten Tragermaterial
(KI04), Randompolymerketten aus den Gruppen A und/oder den Gruppen N aufwach-
sen gelassen.

C.1) Aufsetzen von Randompolymeren aus den Gruppen A/N auf die unter B.1
beschriebenen modifizierten Tragermaterialien / Kieselgelinitiatoren

Das Ausgangsmaterial fiir diese Versuchsreihe waren die Kieselgelinitiatoren (K104d)
mit BPDS als Initiator.

Hierauf wurden die Monomere DMAEMA (2-(Dimethylamino)ethylmethacylat / Grup-
pe A) und HEMA (Hydroxyethylmethacrylat / Gruppe N) im folgenden Verhaltnis zuein-

ander aufgebracht:

DMAEMA : HEMA

100: 0 = 16,0 mmol: 0,0 mmol (KI04d-01)
50 : 50 = 8,0 mmol : 8,0 mmol (KI04d-03)
30:70 = 4,8 mmol : 11,2 mmol (KI04d-04)
20: 80 = 3,2 mmol : 12,8 mmol (KI04d-05)
10 : 90 = 1,6 mmol : 14,4 mmol (KI04d-07)
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Materialien

Kieselgelinitiator: KI04d

Monomere: DMAEMA und HEMA

Ligand: 0,96 mmol 2,2’-Bipyridyl (bdy)
Kupfersalz: 0,48 mmol Kupfer-lI-bromid (gereinigt)
Losemittel: 36 ml Dimethylformamid (DMF)

Verhaltnis Initiator : Cu(l) : Ligand=1:4:8
Verhaltnis Initiator : Monomer(en) = 1 : 133

Herstellungsvorschrift

In einer 100 ml KPG-Dreihalsriihrapparatur (Glasfliihrungshilse) mit Argonanschluss
und Blasenzahler (bzw. Anschluss an Membranpumpe) wurden 150 mg bdy und
68,8 mg Kupfer-I-bromid vorgelegt.

Die Apparatur wurde mittels Membranpumpe 1min lang evakuiert und anschliel3end mit
Argon gefillt. Diese Prozedur wurde 3 x durchgefihrt. Im Anschluss wurde permanent
ein leichter Argonstrom in die Apparatur geleitet, um zu verhindern, dass Luftsauerstoff
eindringt.

Parallel wurden 36ml DMF (Ligand) und die Monomere entgast.

Dann wurden die Flissigkeiten in einem Zweihalskolben mit Hahn vorgelegt, wobei die
Monomere je nach Herstellung die folgenden Einwaageverhaltnisse hatten:

Kl04d-01 = 2700 yl DMAEMA : 0,0 pl HEMA
Kl04d-03 = 1350 yl DMAEMA : 972 pl HEMA
KI04d-04 = 810 yl DMAEMA : 1360 pl HEMA
KI04d-05= 540 yl DMAEMA : 1555 pl HEMA
KI04d-07 = 270 yl DMAEMA : 1750 pl HEMA

Die Mischung aus Ligand und Monomer(en) wurde zuerst 5 min im Ultraschallbad be-
handelt und anschliefdend wurde mittels Hochvakuum fiir 5 min der Gasraum evakuiert.

Das Ligand-Monomer-Gemisch wurde zum vorgelegten bdy / Kupfer-lI-bromid pipettiert.
Die Apparatur wurde mittels Membranpumpe 1 min lang evakuiert und anschlielsend
mit Argon gefiillt. Diese Prozedur wurde 3 x durchgefuhrt. Im Anschluss wurde perma-
nent ein leichter Argonstrom in die Apparatur geleitet.
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Unter rihren (200 1/min) wurde der Kupfer-Ligand-Komplex innerhalb von 15 min ge-
I6st. Danach wurden 1,2 g des Kieselgelinitiators KI 04d zugegeben.

Die Apparatur wurde mittels Membranpumpe 1 min lang evakuiert und anschlief3end
mit Argon gefiillt. Diese Prozedur wurde 3 x durchgefuhrt. Im Anschluss wurde perma-
nent ein leichter Argonstrom in die Apparatur geleitet.

Die Mischung wurde 4h bei 40°C (Olbadtemperatur) geriihrt (200 1/min).

Das Tragermaterial mit den aufgewachsenen Gruppen (im Weiteren kurz Kieselgel ge-
nannt) wurde direkt Uber eine P3 Fritte abgetrennt und nachfolgend hintereinander mit
5 x 8 ml DMF

5x8 ml THF

5x8 ml 0,1M EDTA / Acetat — Puffer pH 3,6 (0,2M Na-Acetat mit Eisessig)

2 x 8 ml Tris / NaCl - Puffer pH 7,0

3 x 8 ml Wasser sowie

3 x 8 ml Methanol gewaschen.

Danach wurde das Kieselgel bei 40°C im Vakuumtrockenschrank bis zur Gewichtskon-
stanz getrocknet.

Ausbeute:

KI04d-01=1,31g
KI04d-03 = 1,20 g
KI04d-04 =1,23 g
KI04d-05 = 1,29 g
KI04d-07 =1,21 g

Die resultierenden Anionentauscher (das Modifizierte Tragermaterial resp. Kieselgel)
und das Ausgangsmaterial (der Kieselgelinitiator) wurden - wie nachfolgend naher er-
ldutert - im Hinblick auf ihre pDNA Bindekapazitat untersucht und es wurden entspre-
chende Elutionsprofile aufgenommen.

Ferner wurden die Anionenaustauscher auf den CHN-Gehalt untersucht und daraus
die Polymerkettenlangen und das Verhaltnis A zu N bestimmt. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die eingesetzten (Mol-)Mengenverhaltnisse der Monomere sich im resultie-
renden Kieselgel widerspiegeln.
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Aufreinigung von Plasmid DNA mit dem modifizierten Tragermaterial Ki04d-01
bis Kl04d-07 unter Bestimmung des Elutionspunktes

Eingesetzte Puffer:

NaCl Na-Acetat-Trihydrat
pH-Wert
[g/L] [mmol/L] [g/L] [mmol]
Bindepuffer / Waschpuffer 5 0 0 6,8 50
KCI Tris
pH-Wert
[g/L] [mmol/L] [g/L] [mmol]
Elutionspuffer 8,5 1,49 20 6,07 50
NaCl Tris
pH-Wert
[g/L] [mmol/L] [g/L] [mmol]
Tris-NaCl-Puffer 10 116,88 2000 6,06 50

Durchfilihrungsvorschrift

Es wurden Einfachbestimmungen pro Kieselgel und fiir jeden der zwei Elutionspuffer
durchgeflhrt.

Hierfur wurden je 50,00 mg (+/- 5 mg) Kieselgel in ein 2 ml Safe Lock ReaktionsTube
der Firma Eppendorf (im Folgenden Eppendorf-Tube genannt) eingewogen und fiir ei-
ne DNA-L&6sung wurden pro Kieselgeleinwaage je 100 ug pcmvb mit dem Bindepuffer
auf 1 ml aufgefullt.

Danach wurden in die Eppendorf-Tubes mit den Kieselgeleinwaagen je 1 ml der DNA-
Ldsung gegeben, die Eppendorf-Tubes verschlossen und kurz gevortext.

Dann wurden die Eppendorf-Tubes bei mittlerer Geschwindigkeit fiir 5 min in den End-
Over-End-Schittler eingespannt. Nach dem Schiitteln wurden die Eppendorf-Tubes
kurz zentrifugiert.

Anschlie3end wurde die Kieselgel-DNA-Suspension mit einer gekiirzten Spitze in eine
vorbereitete Tip 20-Form mit unterer Fritte (im Folgenden Tips genannt), unter welcher
ein 2 ml Eppendorf-Tube zum Auffangen des Uberstandes bereitgestellt wurde, pipet-
tiert.

Um evil. Materialreste in den Eppendorf-Tubes zu erfassen, wurden diese mit je 0,9 ml
Bindepuffer ausgewaschen, der ebenfalls auf die entsprechenden Tips gegeben wur-
de.
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Nachdem keine Flissigkeit mehr durchtropfte wurde die restliche Flissigkeit vollstan-
dig durchgedriickt und neue Auffang-Eppendorf-Tubes unter die Tip-Saulen gestellt.

Danach wurde zum Waschen je 1 ml Waschpuffer in die Tips pipettiert. Sobald keine
Flussigkeit mehr durchtropfte wurde die restliche Flissigkeit vollstdndig durchgedrickt,
das Auffang-Eppendorf-Tube (mit der Waschlésung) auf die Seite gestellt und neue
Auffang-Eppendorf-Tubes unter die Tip-Saulen gestellt.

Danach wurde je 1 ml des entsprechenden Elutionspuffers in die Tips pipettiert. Sobald
auch hier keine Flissigkeit mehr durchtropfte wurde die restliche Flissigkeit vollstandig
durchgedriickt, das Auffang-Eppendorf-Tube (mit dem Eluat) auf die Seite gestellt und
neue Auffang-Eppendorf-Tubes unter die Tip-Saulen gestellt.

Zum Losen der restlichen gebundenen DNA wurden je 1 ml Tris-NaCl-Puffer in die Tips
pipettiert. Sobald keine Fliissigkeit mehr durchtropfte wurde die restliche Flissigkeit
vollstandig durchgedriickt, das Auffang-Eppendorf-Tube (mit der Tris-NaCl-Lésung) auf
die Seite gestellt und die Tip-Saulen verworfen.

Zur Messung der DNA-Konzentration mittels SpectraMax wurden je 100 ul der abge-
nommenen Ldsungen in einer UV-Platte Gberflihrt.

Als Blank fiir den Uberstand wurden 10 ul EB-Puffer und 180 pl Bindepuffer angesetzt.
Von dieser Losung wurden 100 pl in die UV-Platte gegeben. Als Referenz zur einge-
setzten DNA-Menge wurden 100 pl DNA-Lésung mit 90 pl Bindepuffer angesetzt und
100uL von dieser Lésung in die UV-Platte gegeben.

Als Blanks fiir die Eluate wurden 100 pl des entsprechenden Elutionspuffers verwen-
det.

Als Blank fur die Tris-NaCl-Losung wurden 100yl Tris-NaCl-Puffer verwendet.

Die NaCl-Konzentration, bei der erstmalig signifikante Mengen an DNA eluiert wurde,
wurde als Elutionspunkt festgehalten.

Monomere in mmol Total pDNA /
Kieselgele | A N A+N Ain % | Elutionspunkte | [ug /50 mg]
Kl 04d-01 |16 0 16 100 1044 85
K1 04d-03 | 8 8 16 50 928 23
Kl 04d-04 (4,8 11,2 16 30 738 20
Kl 04d-05 (3,2 12,8 16 20 582 31
Kl 04d-07 (1,6 144 16 10 370 10
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Dabei zeigten auch hier die (vorstehend in der Tabelle aufgeflihrten sowie in Fig. 8
dargestellten) Ergebnisse, dass die Einfiihrung der Gruppen N den Elutionspunkt signi-
fikant senki.

Das ausschlie3lich mit den Gruppen A (DMAEMA) beschichtete Tragermaterial / Kie-
selgel (KI04d-01) zeigte bei einem pH-Wert von 8,5 den Elutionspunkt bei 1032 mM
NaCl. Es wurden also recht hohe Salzkonzentrationen bendtigt, um die Nukleinsduren
zu eluieren. Fir das gemischt A/N-modifizierte Kieselgel KI04d-05 ergab sich der Eluti-
onspunkt bei ~ 580 mM NaCl. Die zur Elution notwendige lonenstarke wurde somit um
fast 50% reduziert.

C.2) Aufsetzen von Blockpolymeren aus den Gruppen A/N auf die unter B.1 be-
schriebenen modifizierten Tragermaterialien / Kieselgelinitiatoren

Das Ausgangsmaterial fiir diese Versuchsreihe waren die Kieselgelinitiatoren (Kl04e)
mit BPDS als Initiator.

Hierauf wurde in einem ersten Schritt eine Aminopolymerkette aus zumindest einem
Monomer der Gruppe A aufgesetzt. Und danach wurde in einem zweiten Schritt auf
das so vorbereitete Kieselgel eine Polymerkette aus zumindest einem Monomer der
Gruppe N (vorzugsweise HEMA) aufgebracht.

C.2.1) Schritt 1
Materialien

Kieselgelinitiator: KIO4e

Monomer: DMAEMA

Ligand: 7,2 mmol 2,2’-Bipyridyl (bdy)
Kupfersalz: 3,6 mmol Kupfer-I-bromid (gereinigt)
Lésemittel: 270 ml Dimethylformamid (DMF)

Verhaltnis Initiator : Cu(l) : Ligand=1:4:8
Verhaltnis Initiator : Monomer =1 : 133
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Herstellungsvorschrift

In einer 500 ml KPG-Dreihalskolben-Rihrapparatur (Glasfiihrungshiilse) mit Argonan-
schluss und Blasenzahler (bzw. Anschluss an Membranpumpe) wurden 1125 mg bdy
und 516 mg Kupfer-I-bromid vorgelegt.

Die Apparatur wurde mittels Membranpumpe 1 min lang evakuiert und anschlief3end
mit Argon gefiillt. Diese Prozedur wurde 3 x durchgefihrt. Im Anschluss wurde perma-
nent ein leichter Argonstrom in die Apparatur geleitet, um zu verhindern, dass Luftsau-
erstoff eindringt.

Parallel wurden 270 ml DMF und 20,25 ml DMAEMA entgast. Hierzu wurden die bei-
den Flussigkeiten in einem Zweihalskolben mit Hahn vorgelegt. Die Mischung wurde
zuerst 5 min im Ultraschallbad behandelt und anschlieend wurde mittels Hochvakuum
5 min der Gasraum evakuiert.

Das DMF-DMAEMA-Gemisch wurde zum bdy / Kupfer-I-bromid pipettiert.

Die Apparatur wurde mittels Membranpumpe 1 min lang evakuiert und anschlielsend
mit Argon gefiillt. Diese Prozedur wurde 3 x durchgefuhrt. Im Anschluss wurde perma-
nent ein leichter Argonstrom in die Apparatur geleitet.

Unter Rihren (200 1/min) wurde der Kupfer-Ligand-Komplex innerhalb von 15 min ge-
I6st. Danach wurden 9 g des Kieselgelinitiators Kl04e zugegeben.

Die Apparatur wurde mittels Membranpumpe 1 min lang evakuiert und anschlief3end
mit Argon gefiillt. Diese Prozedur wurde 3 x durchgefuhrt. Im Anschluss wurde perma-
nent ein leichter Argonstrom in die Apparatur geleitet.

Die Mischung wurde 4h bei 40°C (Olbadtemperatur) geriihrt (200 1/min).

Das Kieselgel Kl04e-01 mit den aufgewachsenen Gruppen A wurde direkt ber eine
P3 Fritte abgetrennt und nachfolgend hintereinander mit

5 x 60 ml DMF

5x 60 ml THF

5x60 ml 0,1 M EDTA / Acetat - Puffer pH 3,6 (0,2M Na-Acetat mit Eisessig)

2 x 60 ml Tris / NaCl - Puffer pH 7,0 sowie

3 x 60 ml Wasser gewaschen.

Danach wurde das Kieselgel Kl04e-01 bei 40°C im Vakuumtrockenschrank bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet.
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C.2.2) Schritt 2

Materialien

Kieselgelinitiator: KI0O4e-01

Monomer: HEMA

Ligand: 0,96 mmol 2,2’-Bipyridyl (bdy)
Kupfersalz: 0,48 mmol Kupfer-lI-bromid (gereinigt)
Losemittel: 36 ml Dimethylformamid (DMF)

Verhaltnis Initiator : Cu(l) : Ligand =1:4:8
Verhaltnis Initiator : Monomer =1 : 200

Herstellungsvorschrift

In einer 100 ml KPG-Dreihalskolben-Rihrapparatur (Glasfihrungshilse) mit Argonan-
schluss und Blasenzahler (bzw. Anschluss an Membranpumpe) wurden 150 mg bdy
und 68,8 mg Kupfer-l-bromid vorgelegt.

Die Apparatur wurde mittels Membranpumpe 1 min lang evakuiert und anschlief3end
mit Argon gefiillt. Diese Prozedur wurde 3 x durchgefuhrt. Im Anschluss wurde perma-
nent ein leichter Argonstrom in die Apparatur geleitet, um zu verhindern, dass Luftsau-
erstoff eindringt.

Parallel wurden 36 ml DMF und 2916 pyl HEMA entgast. Hierzu wurden die beiden
Flussigkeiten in einem Zweihalskolben mit Hahn vorgelegt. Die Mischung wurde zuerst
5 min im Ultraschallbad behandelt und anschlief3end wurde mittels Hochvakuum § min
der Gasraum evakuiert.

Das DMF-HEMA-Gemisch wurde zum bdy / Kupfer-lI-bromid pipettiert.

Die Apparatur wurde mittels Membranpumpe 1 min lang evakuiert und anschlief3end
mit Argon gefiillt. Diese Prozedur wurde 3 x durchgefihrt. Im Anschluss wurde perma-
nent ein leichter Argonstrom in die Apparatur geleitet.

Unter Rihren (200 1/min) wurde der Kupfer-Ligand-Komplex innerhalb von 15 min ge-
I6st. Danach wurden 1,2 g des Kieselgelinitiators KI04e-01 zugegeben.

Die Apparatur wurde mittels Membranpumpe 1 min lang evakuiert und anschlielsend
mit Argon gefiillt. Diese Prozedur wurde 3 x durchgefuhrt. Im Anschluss wurde perma-
nent ein leichter Argonstrom in die Apparatur geleitet.
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Die Mischung wurde 6h bei 40°C (Olbadtemperatur) geriihrt (200 1/min).

Das Kieselgel KI04e-01-01 mit den aufgewachsenen Gruppen A wurde direkt Uber eine
P3 Fritte abgetrennt und nachfolgend hintereinander mit

5 x 8 ml DMF

5x8 ml THF

5x8 ml 0,1 M EDTA / Acetat - Puffer pH 3,6 (0,2M Na-Acetat mit Eisessig)
2 x 8 ml Tris / NaCl - Puffer pH 7,0

3 x 8 ml Wasser sowie

3 x 8 ml Methanol gewaschen.

Danach wurde das Kieselgel KI04e-01-01 bei 40°C im Vakuumtrockenschrank bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet.

Durch die mit diesem Kieselgel durchgefiihrten Elutionsversuche konnte gezeigt wer-
den, dass auch die aufgesetzte Polymerkette aus Monomeren der Gruppe N deutlich
zur sterischen Abschirmung der Nukleinsaure(n) beitrug und damit die Bindestarke der
Nukleinsdure(n) signifikant herabgesetzt wurde.
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Patentanspriiche

Verfahren zur Aufreinigung von Nukleinsauren mit einer nukleinsaurebindenden Pha-
se durch Bindung und Elution, dadurch gekennzeichnet, dass die nukleinsaurebin-
dende Phase aufweist:

(i) nukleinsaurebindende Gruppen A, wobei diese einen pK-Wert von 8 bis 13
aufweisen;

(ii) ladungsneutrale Gruppen N, wobei diese bei dem eingesetzten Bindungs-pH
Wert neutral geladen sind;

und das Verfahren wenigstens die nachfolgenden Schritte aufweist:

(a) Bindung der Nukleinsauren an die nukleinsaurebindende Phase bei einem pH-
Wert, der unterhalb des pK - Wertes der nukleinsdurebindenden Gruppen A liegt
(Bindungs- pH Wert);

(b) Elution der Nukleinsauren bei einem pH-Wert, der oberhalb des Bindungs-pH
Wertes liegt (Elutions-pH Wert).

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die nukleinsdurebin-
dende Phase ein modifiziertes Tragermaterial ist, wobei die Modifikation ausgewahlt
ist aus der Gruppe:

(i) Modifikation des Tragermaterials mit einer wenigstens die Liganden | und Il
aufweisenden Mischung, wobei die Liganden | wenigstens eine Gruppe A
aufweisen und die Liganden Il wenigstens eine Gruppe N aufweisen;

(i) Modifikation des Tragermaterials mit nukleinsdurebindenden Liganden, wobei
diese innerhalb eines Liganden eine oder mehrere Gruppen A und eine oder
mehrere Gruppen N aufweisen;

(i) Modifikation des Tragermaterials mit Gruppen A und N, wobei die Gruppen A
sterisch durch Verbindungen abgeschirmt werden, die wenigstens eine Grup-
pe N aufweisen;

(iv) Modifikation des Tragermaterials durch eine Kombination aus wenigstens
zwei der Ausfiuhrungsformen (i) bis (iii).

Verfahren zur Aufreinigung von Nukleinsauren mit einem nukleinsdurebindenden
Tragermaterial durch Bindung und Elution, dadurch gekennzeichnet, dass das Tra-
germaterial mit nukleinsdurebindenden Gruppen A modifiziert ist, wobei nur ein Teil
des Tragermaterials mit Gruppen A besetzt ist.
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4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das Tragermaterial ei-
nes oder mehrere der nachfolgenden Merkmale aufweist:

(i) das Tragermaterial weist eine Silikaoberflache auf, die mit einem Gruppen A
aufweisenden Silan beschichtet ist, wobei die Silanmenge 0,1 bis 50umol,
vorzugsweise 0,1 bis 10 umol betragt; und/oder

(i) es weist zusatzlich Gruppen N gemaf Anspruch 1 auf; und/oder

(iii) es weist eine oder mehrere Modifikationen wie in Anspruch 2 definiert auf.

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die nukleinsaurebindende Phase ein Tragermaterial aufweist, das ei-
nes oder mehrere der folgenden Merkmale erflllt:

(i) das Tragermaterial ist ein oxidisches Material; und/oder

(i) das Tragermaterial ist ausgewahlt aus der Gruppe von Al,O;, TiO,, ZrO,,
Ta,0s, SiO, und Polykieselsaure; und/oder

(ii) das Tragermaterial ist SiO, oder Polykieselsdure; und/oder

(iv) dasTragermaterial ist ein organisches Polymer, insbesondere ausgewahlt aus
der Gruppe Polystyrol und seine Derivate, Polyacrylat und -methacrylat, und
seine Derivate, Polyurethan, Nylon, Polyethylen, Polypropylen, Polybutyliden
und Copolymere aus diesen Materialien; und/oder

(v) das Tragermaterial ist ein Polysaccharid, insbesondere ein Hydrogel wie Aga-
rose, Cellulose, Dextran, Sephadex, Sephacryl oder Chitosan; und/oder

(vi) das Tragermaterial ist Glas oder Metall; und/oder

(vii)das Tragermaterial ist magnetisch.

6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die nukleinsaurebindende Phase Gruppen A aufweist, die eines oder
mehrere der nachfolgenden Merkmale erfiillen:

(i) die Gruppen A weisen einen pK-Wert von 9 bis 13, vorzugsweise 10 bis 12,
besonders bevorzugt 10 bis 11 auf; und/oder

(ii) die Gruppen A sind tertidre, sekundare oder primare Aminogruppen; und/oder

(iii) die Gruppen A sind Bestandteil von polymerisationsfahigen Monomeren;
und/oder

(iv) die Gruppen A sind an ein als Reaktivsilan vorab aufgebrachtes Initiatormole-
kil gebunden; und/oder

(v) die Gruppen A wurden als Bestandteil von reaktiven Silangruppen eingefiihrt;
und/oder

(vi) die Gruppen A wurden als Bestandteil von Verbindungen eingeflihrt, die aus-
gewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus:
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RO RO
| \ \ ,OR

Ro’Si\/(/\)n\* Ro’Si\/(/\)n\* Ro’Si\/{/\)n\*

Wobei

n: 1 bis 5

R eine C1 bis C6, vorzugsweise eine C1 bis C3 Alkylgruppe ist; und

* Amino-, Aminomethyl-, Aminoethyl-, Aminopropyl-, Dimethylamino-, Diethy-
lamino-, Diisopropylamino-, Dipropylamino-, Diethanolamino-, Dipropanola-
mino-, Diethylentriamin-, Triethylentetramin-, Tetraethylenpentamin, Ethera-
min, Polyetheramin, 4-Diisobutylamino-l-butan, 6-Dipropylamino-l-hexan;
und/oder

(vii) die Gruppen A wurden als Bestandteil von Verbindungen eingefiihrt, die aus-
gewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus Diethylaminopropyltrimethoxysi-
lan, Dimethylamino-propyltrimethoxysilan und
N,N-Diisopropylaminopropyltrimethoxysilan.

7. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Bindungsschritt (a) und/oder der Elutionsschritt (b) unter Bedin-
gungen erfolgt, die eines oder mehrere der nachfolgenden Merkmale erflillen:

(i) im Elutionsschritt (b) liegt der Elutions-pH Wert unterhalb des pK-Wertes der
Gruppen A; und/oder

(i) die Salzkonzentration im Bindungs und/oder Elutionspuffer betragt 1mM bis
1000mM, 1mM bis 500mM, 1mM bis 250mM oder TmM bis 100mM; und/oder

(iii) die Salzkonzentration ist im Bindungsschritt (a) und/oder im Elutionsschritt (b)
unverandert oder wird bei der Elution angehoben; und/oder

(iv) der pH-Wert im Bindungspuffer betragt pH 2 bis pH 8, pH 2 bis pH 7.5, pH 4
bis pH 8 oder pH 4 bis pH 7,5 und/oder
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(v) der pH-Wert im Elutionspuffer betragt pH 2 bis pH 10, pH 4 bis pH 10, pH 7 bis
pH 10 oder pH 8 bis pH 9; und/oder

(vi) die Temperatur ist im Bindungsschritt (a) und/oder im Elutionsschritt (b) un-
verandert oder wird bei der Elution angehoben; und/oder

(vii) die Temperatur im Elutionsschritt betragt 2 °C bis 95 °C oder 21 °C bis 60 °C

8. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Gruppen N eines oder mehrere der nachfolgenden Merkmale er-
flllen:

10

15

20

25

(i) die Gruppen N sind ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Hydro-
xylgruppen, Diolgruppen, Triolgruppen, Polyolgruppen, Saccharide, Epo-
xidgruppen, Halogenide, Alkylgruppen, vorzugsweise C1-C6 Alkylgruppen, Al-
ken-, Alkylengruppen, Imidgruppen, Ethergruppen, oder Polyethergruppen
und/oder

(ii) die Gruppen N sind in den pH Bereichen 2< pH <12 ladungsneutral; und/oder

(iii) die Gruppen N sind beim eingesetzten Elutions- pH-Wert neutral geladen;
und/oder

(iv) die Gruppen N wurden als Bestandteil von polymerisationsfahigen Monome-
ren eingefiihrt; und/oder

(v) die Gruppen N liegen an ein als Reaktivsilan vorab aufgebrachtes Initiatormo-
lektil gebunden vor; und/oder

(vi) die Gruppen N wurden als Bestandteil von reaktiven Silangruppen einge-
bracht; und/oder

(vii) die Gruppen N wurden als Bestandteil von Verbindungen eingeflihrt, die aus-
gewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus

| R L
R S, \/NJr\)nvS'y-S'an\*
H

R R

Cl Cl
| [/ r,Cl

RO RO
| / \ \ ,OR

RO/&\“%/\%?* RO/SKV%/\%?* RO/&\“{/\%?*
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R eine C1 bis C6, vorzugsweise C1 bis C3 Alkylgruppe, insbesondere Methyl,
Ethyl, Propyl, i-Propyl ist;

* Amino-, Aminomethyl-, Aminoethyl-, Aminopropyl-, Dimethylamino-, Diethy-
lamino-, Diisopropylamino-, Dipropylamino-, Diethanolamino-, Dipropanola-
mino-, Diethylentriamin-, Triethylentetramin-, Tetraethylenpentamin, Ethera-
min, Polyetheramin, 4-Diisobutylamino-l-butan, 6-Dipropylamino-I-hexan,
Hydroxymethyl-, Hydroxyethyl-, Hydroxypropyl-, Ethandiol-, Propandiol-, Pro-
pantriol-, Butantriol, 3-Glycidoxypropyl, Ethylglycidylether, Alkylrest, insbeson-
dere ein C1 bis C4 Alkylrest, insbesondere Methyl, Ethyl, Propyl, i-Propyl, Bu-
tyl, i-Butyl, Halogenid oder Wasserstoff ist.

9. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass eines oder mehrere der folgenden Merkmale erfiillt wird:

(i) das Tragermaterial wurde durch Silanisierung mit den Gruppen A und N ver-
sehen; und/oder

(ii) die Gruppen A und/oder N und/oder T wurden (iber Reaktivsilane eingebracht;
und/oder

(iii) die Gruppen A und/oder N wurden durch monofunktionale, bi- oder trifunktio-
nale Reaktivsilane oder einem Gemisch aus mindestens zwei unterschiedlich
funktionalen Reaktivsilanen eingebracht; und/oder

(iv) Die Gruppen A und/oder N wurden durch Reaktivsilane eingebracht, die aus-
gewahlt sind aus der Gruppe von Aminosilane, Disilazanen, Chlorsilanen oder
Alkoxisilanen; und/oder

(v) Der Anteil der Gruppen A bezogen auf die Gruppen N betragt 1% bis 99%, 1
bis 50%, vorzugsweise 1% bis 25%.

10. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 2 bis 9, gekennzeichnet durch
eines oder mehrere der nachfolgenden Merkmale:

(i) das Tragermaterial wurde mit Initiatormolekilen T modifiziert, wobei im An-
schluss die Gruppen A und/oder Gruppen N in Form von Monomeren einge-
bracht wurden; und/oder

(i) das Tragermaterial wurde mit Initiatormolekilen T modifiziert, wobei die Initia-
tormolekiile eines oder mehrere der folgenden Merkmale aufweisen:

(aa) die Initiatormolekiile sind reaktive Silane; und/oder
(bb) die Initiatormolekiile sind ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
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Wobei X = Halogen, insbesondere ClI, Br, |
Y1, Y2, Y3 oder Y4 = unabhangig voneinander R, OR, OH oder H
und R = C1 - C3 Alkyl ist.
(iii) das Initiatormolekil ist 2-(Chloromethyl)allyltrimethoxysilan;
(iv) das Initiatormolekl ist [3-(2-Bromoisobutyryl)propyl]-ethoxydimethylsilan
(v) die Gruppen A wurden durch Monomere eingebracht, die ausgewahlt sind aus
der Gruppe
N-(3-Aminomethyl)methacrylamid, N-(3-Aminoethyl)methacrylamid,
N-(3-Aminopropyl)methacrylamid,N-(3-Aminoisopropyl)methacrylamid
N,N-Dimethylacrylamid, N,N-Diethylacrylamid, N,N-Diisopropylacrylamid
N,N-(Dimethylamino)ethylacrylamid, N,N-(Dimethylamino)ethylacrylat,
N,N-(Dimethylamino)ethylmethacrylamid, N,N-(Dimethylamino)ethylmethacrylat,
N,N-(Dimethylamino)propylacrylamide,N,N-(Dimethylamino)propylacrylat,
N,N-(Dimethylamino)propylmethacrylamide,N,N-(Dimethylamino)propylmethacrylat,
N,N-(Diethylamino)ethylacrylamid, N,N-(Diethylamino)ethylacrylat,
N,N-(Diethylamino)ethylmethacrylamid, N,N-(Diethylamino)ethylmethacrylat,
N,N-(Diethylamino)propylacrylamide,N,N-(Diethylamino)propylacrylat,
N,N-(Diethylamino)propylmethacrylamide,N,N-(Diethylamino)propylmethacrylat,
N,N-(Diisopropylamino)ethylacrylamid, N,N-(Diisopropylamino)ethylacrylat,
N,N-(Diisopropylamino)ethylmethacrylamid, N,N-(Diisopropylamino)ethylmethacrylat,
N,N-(Diisopropylamino)propylacrylamide,N,N-(Diisopropylamino)propylacrylat,
N,N-(Dimethylamino)propylmethacrylamide,N,N-(Dimethylamino)propylmethacrylat, 2-
(Diisopropylamino)ethylmethacrylat
und/oder
(vi)die Gruppen N wurden durch Monomere eingebracht, die ausgewahlt sind aus
der Gruppe Butylacrylat, Propylacrylat, Ethylacrylat, Methylacrylat, Glycidyl-
methacrylat, Hydroxyethylmethacrylat (HEMA), Glycidoxypropylmethacrylat,
Glycerolmonomethacrylat (Isomerengemisch), Glycolmonomethacrylat, Glyci-
dylacrylat, Hydroxyethylacrylat, Glycidoxypropylacrylat, Glycerolmonoacrylat
(Isomerengemisch), Glycolmonoacrylat und N-Acryloxysuccinimid.

11. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Tragermaterial Initiatorgruppen T aufweist, die zumindest teilwei-
se mit Verbindungen funktionalisiert sind, die Gruppen A aufweisen, wobei die Grup-
pen A durch Gruppen N sterisch abgeschirmt sind, wobei die sterische Abschirmung
durch eine oder mehrere der folgenden Modifikationen erzeugt wird:

(i) die Gruppen N liegen in Form von kettenformigen verzweigten oder unver-
zweigten Oligomeren oder Polymeren vor, die die Gruppen A sterisch ab-
schirmen; und/oder
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(i) die Gruppen N liegen in Form von aus Monomeren gebildeten Oligomeren
oder Polymeren vor, wobei diese eine Kettenlange mit n= 10 — 1000, bevor-
zugt n = 10 - 100 aufweisen; und/oder

(iii) Die Gruppen N liegen als Polyacrylat, vorzugsweise gemaf der der folgenden

Formel vor:
+C C>:O
OH
OH

(iv) die Gruppen N besitzen bzw. sind raumlich ausgedehnte Gruppen wie z.B. |-
sopropyl, iso-Butyl, tert.-Butyl oder n-Hexylreste.

12. Verfahren zur Herstellung eines nukleinsaurebindenden Tragermaterials wie in einem

oder mehreren der Anspriiche 1 bis 6 sowie 8 bis 11 definiert, wobei das Verfahren
nach wenigstens einer der nachfolgenden Alternativen (A) bis (F) durchgefuhrt wird:

Alternative (A): Funktionalisierung des Tragermaterials mit einer wenigstens die Li-
ganden | und Il aufweisenden Mischung, wobei die Liganden | wenigstens eine Grup-
pe A aufweisen und die Liganden Il wenigstens eine Gruppe N aufweisen; und/oder

Alternative (B): (a) Funktionalisierung des Tragermaterials mit einer Mischung aus Ini-
tiatormolekilen T und Liganden, die wenigstens eine Gruppe A aufweisen (b) Zugabe
von wenigstens eine Gruppe N aufweisenden Verbindungen und Anbindung dieser
an die Initiatormolekile T; und/oder

Alternative (C): Funktionalisierung des Tragermaterials mit nukleinsdurebindenden
Liganden, wobei diese innerhalb eines Liganden eine oder mehrere Gruppen A und
eine oder mehrere Gruppen N aufweisen; und/oder

Alternative (D): Funktionalisierung des Tragermaterials mit Gruppen A und N, wobei
die Gruppen A sterisch durch Verbindungen abgeschirmt werden, die wenigstens ei-
ne Gruppe N aufweisen; und/oder

Alternative (E): Funktionalisierung des Tragermaterials mit Gruppen A im Unter-
schuss; und/oder
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Alternative (F): Funktionalisierung des Tragermaterials durch eine Kombination aus
wenigstens zwei der Alternativen (A) bis (E).

13. Das Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass es wenigstens
eines der nachfolgenden Merkmale erfillt:

(i)

(ii)

(iii)
(iv)
(V)

(vi)
(vii)

(viii)

(ix)

R<

die Gruppen A sind tertidre, sekundare oder primare Aminogruppen;
und/oder

die Gruppen N sind ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Hydro-
xylgruppen, Diolgruppen, Triolgruppen, Polyolgruppen, Saccharide, Epo-
xidgruppen, Halogenide, C1-C6 Alkylgruppen, Alken-, Alkylengruppen,
Imidgruppen, Ethergruppen, oder Polyethergruppen und/oder

die Gruppen N sind beim Elutions pH-Wert und vorzugsweise in den spezi-
fizierten pH Bereichen 2< pH <12 ladungsneutral; und/oder

die Gruppen A und/oder N werden durch Monomere eingeflihrt; und/oder
die Gruppen A und/oder N werden durch Silanisierung eingefiihrt; und/oder
die Gruppen A und/oder N werden durch Reaktivsilane eingeflihrt; und/oder
zur Einfiihrung der Gruppen A und/oder N werden monofunktionale oder bi-
und/oder trifunktionale Reaktivsilane eingesetzt; und/oder

zur Einfiihrung der Gruppen A und/oder N werden Reaktivsilane eingesetzt,
die ausgewahlt sind aus der Gruppe von Aminosilanen, Disilazanen, Chlor-
silanen oder Alkoxisilanen; und/oder

die Gruppen A und/oder N werden durch Reaktivsilane eingefiihrt, die aus-
gewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus:

|/ R\ \S- |/
N_SI\/(/\)n\* /N/(/\)n\/ I\HI'\I_SI\/(/\)n\*

R

L/ ¢ e
RO RO
% \ / \ ,OR
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(x)

(xi)

45

R eine C1 bis C6, vorzugsweise C1 bis C3 Alkylgruppe, insbesondere Me-
thyl, Ethyl, Propyl, i-Propy! ist;

* Amino-, Aminomethyl-, Aminoethyl-, Aminopropyl-, Dimethylamino-, Diethy-
lamino-, Diisopropylamino-, Dipropylamino-, Diethanolamino-, Dipropanola-
mino-, Diethylentriamin-, Triethylentetramin-, Tetraethylenpentamin, Ethera-
min, Polyetheramin, 4-Diisobutylamino-l-butan, 6-Dipropylamino-l-hexan,
Hydroxymethyl-, Hydroxyethyl-, Hydroxypropyl-, Ethandiol-, Propandiol-,
Propantriol-, Butantriol, 3-Glycidoxypropyl, Ethylglycidylether, Alkylrest, ins-
besondere ein C1 bis C4 Alkylrest, insbesondere Methyl, Ethyl, Propyl, i-
Propyl, Butyl, i-Butyl, Halogenid oder Wasserstoff ist.

die Gruppen A und N werden in einem Verhaltnis eingeflihrt, so dass der
Anteil der A Gruppen 1% bis 99%, 1 bis 50%, vorzugsweise 1% bis 25% be-
tragt; und/oder

das Tragermaterial wird mit Initiatormolekilen T modifiziert, die eines oder
mehrere der folgenden Merkmale aufweisen:

(aa) die Initiatormolekiile werden durch Silanisierung aufgebracht; und/oder
(bb) die Initiatormolekiile sind Silane; und/oder

(cc) die Initiatormolekiile sind ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus

A AR O

X OR X OR X OR
\—< >—Si\ \—< >—sa < > Sl~0oR
\ \ OR OR
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Wobei X = Halogen, insbesondere ClI, Br, |
Y1, Y2, Y3 oder Y4 = unabhangig voneinander R, OR, OH oder H

und R = C1 - C3 Alkyl ist.

(xii) als wird Initiatormolekil 2-(Chloromethyl)allyltrimethoxysilan verwendet;

(xiii) als wird Initiatormolekil [3-(2-Bromoisobutyryl)propyl]-ethoxydimethylsilan ver-

wendet; und/oder

(xiv) die Gruppen A werden durch Monomere eingebracht, die ausgewahlt sind aus

der Gruppe
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15.
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2-(Diisopropylamino)ethylmethacrylat

N-(3-Aminomethyl)methacrylamid, N-(3-Aminoethyl)methacrylamid,
N-(3-Aminopropyl)methacrylamid,N-(3-Aminoisopropyl)methacrylamid
N,N-Dimethylacrylamid, N,N-Diethylacrylamid, N,N-Diisopropylacrylamid
N,N-(Dimethylamino)ethylacrylamid, N,N-(Dimethylamino)ethylacrylat,
N,N-(Dimethylamino)ethylmethacrylamid, N,N-(Dimethylamino)ethylmethacrylat,
N,N-(Dimethylamino)propylacrylamide,N,N-(Dimethylamino)propylacrylat,
N,N-(Dimethylamino)propylmethacrylamide,N,N-(Dimethylamino)propylmethacrylat,
N,N-(Diethylamino)ethylacrylamid, N,N-(Diethylamino)ethylacrylat,
N,N-(Diethylamino)ethylmethacrylamid, N,N-(Diethylamino)ethylmethacrylat,
N,N-(Diethylamino)propylacrylamide,N,N-(Diethylamino)propylacrylat,
N,N-(Diethylamino)propylmethacrylamide,N,N-(Diethylamino)propylmethacrylat,
N,N-(Diisopropylamino)ethylacrylamid, N,N-(Diisopropylamino)ethylacrylat,
N,N-(Diisopropylamino)ethylmethacrylamid, N,N-(Diisopropylamino)ethylmethacrylat,
N,N-(Diisopropylamino)propylacrylamide,N,N-(Diisopropylamino)propylacrylat,
N,N-(Dimethylamino)propylmethacrylamide,N,N-(Dimethylamino)propylmethacrylat,
und/oder

(xiv) die Gruppen N werden durch Monomere eingebracht, die ausgewahlt sind aus
der Gruppe Butylacrylat, Propylacrylat, Ethylacrylat, Methylacrylat, Hydroxye-
thylmethacrylat (HEMA), Glycidylmethacrylat, Glycidoxypropylmethacrylat, Gly-
cerolmonomethacrylat (Isomerengemisch), N-Acryloxysuccinimid und Glycol-
monomethacrylat.

Verwendung eines nukleinsdurebindenden Tragermaterials wie in einem oder mehre-
ren der Anspriiche 1 bis 6 sowie 8 bis 11 definiert oder erhaltlich nach einem der An-
spriche 12 oder 13, zur Aufreinigung von Nukleinsduren.

Kit zur Aufreinigung von Nukleinsduren, dadurch gekennzeichnet, dass es ein Tra-
germaterial nach einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 6 sowie 8 bis 11 oder ein
Tragermaterial erhaltlich nach Anspruch 12 oder 13 aufweist.
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Figur 1

Tragermaterial nach Anspruch 2 (i)
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Figur 2

Tragermaterial nach Anspruch 2 (ii)

B)
alternierend statistisch

Legende wie Figur 1
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Figur 3

Tragermaterial nach Anspruch 2 (iii)
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Figur 4

Tragermaterial nach Anspruch 2 (iv)

Legende siehe Figur 1

KVerbindung, die eine sterisch abschirmende Gruppe N tragt
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Figur 5

A) Tragermaterial nach Anspruch 3
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Figur 6
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