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(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Fraktionierung makromolekularer Stoffe nach dem Polymerisationsgrad
durch Membrantrennung. Das Verfahren erfordert die Einfiihrung der zu trennenden Stoffe in den Retentatraum
eines Membransystems, z. B. in den Innenraum diinnwandiger Mikrokapseln. Der Retentatraum wird durch eine
semipermeable Membran mit diinner Trennschicht, scharfer Trenngrenze und groRBer spezifischer Oberflache mit
einem offenen Permeatraum verbunden, in dem sich ein mobiles fliissiges Dispersionsmittel befindet. Durch
schrittweise oder kontinuierliche Verinderung der Zusammensetzung des Dispersionsmittels im durchstromten
Permeatraum wird die MolekiilgroRe der zu trennenden Stoffe im Verhéltnis zur Trenngrenze der Membran
schrittweise oder kontinuierlich herabgesetzt, wodurch die zuvor singeschlossenen makromolekuliren polydispersen
" Stoffe geordnet nach zunehmendem Polymerisationsgrad eluiert werden.
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Patentanspruch:

1. Verfahren zur Fraktionierung makromolekularer polydisperser Stoffe nach dem
Polymerisationsgrad, dadurch gekennzelchnet, dafi zu fraktionierende hochmolekulare
diffusionsfahige Stoffe mit dispersionsmittelabhéingigem effektiven Molekiil- oder
Teilchendurchmesser in den Retentatraum bzw. Innenraum von Mikrokapseln oder den
Retentatraum von anderen semipermeablen Membransystemen mit einer weniger als 10um dicken
Trennschicht und einer, bezogen auf den Retentatraum, groBen spezifischen Membranoberflache
voh mehr als 20 cm?/m! und scharfer, in bestimmten Fliissigkeiten innerhaib des Dispersitétsgebiets
der zu fraktionierenden hochmoelekularen Stoffe liegender Trenngrenze der Membran eingefihrt
werden, das Membransystem in Kontakt mit einem rnobilen fliissigen Dispersionsmittel, indem die
effektive Molskil- oder TeilcherigrofRe der polydispersen Stoffe deutlich iber ihrem Minimum und
z2um Teil iiber der Trenngrenze der Membran liegt und das sich in einem offenen Permeatraum
befindet, gebracht wird, der Permeatrauim mit Dispersionsmittel durchstrémt und die
Zusammensetzung des Dispersionsmittels nach bekannten GesetzméRigkeiten schrittweise oder
kontinuierlich so gaéndert wird, daR sich der effektive Durchmesser der polydispersen Teilchenin
Beziehung zur Trenngrenze der Membran verringert.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR als zu fraktionierende Stoffe hydrophile
Makromolekiile, als Dispersionsmittel eine wéRrige Lésung oder Wasser eingesetzt werden und
anschlieBend mit Wasser mischbare organische Fliissigkeiten zum wéRrigen Dispersionsmittel im
durchstrémten Permeatraum bis zu einer Konzentration, die zwischen der fur die Ausféllung der
Polymeren erforderlichen Konzentration und /10 dieser Fallungskonzentration liegt, zugesetzt
werden.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als zu fraktionierende Stoffe
polydisperse hydrophile Polyelektrolyte, als Dispersionsmittel anfangs Wasser oder eine wélrige
Lésung eingesetzt werden und anschlieBend die lonenstérke des wéRrigen Dispersionsmittels im
durchstromten Permeatraum vergroRert wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR als Mikrokapseln bekannte, durch
Extraktionsbehandlung aus abgetdteten pflanzlichen Gewebeteilchen oder Mikroorganismen
hergestellte vesikuldre Triger fiir die Chromatographie, in denen eine unverdnderte oder
modifizierte Zellwand als Membran den Retentatraum abgegrenzt, eirjesetzt werden.

Hierzu 2 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung ist in der Biotechnologie, Molekularbiologie und der Palymerenchemie anwsndbar.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

}ethoden zur GroRenfraktionierung von Polymeren gehdren zu den Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche Forschung auf den
Gebieten der Polymerenchemie und Molekularbiologie und sind ebenso wichtig fir die Produktaufbereitung in der
Biotechnologie. Insbesondere die Gelpermeationschrormatographie ist eine verbreitete Routinemethode zur
GréBenfraktionierung von Makromolekillen geworden. Dem —vor allem bei Biopolymeren bedeutsamen — Vorteil der duBerst
schonenden Trennung steht bei dieser Methode der Nachteil der methodisch bedingten geringen Selektivitiit gegentiiber. Der
genannte Nachteil gilt auch fiir Methoden der GréRenfraktionierung von Polymeren, die auf Féllung oder
Fallungschromatographie beruhen (vergl. Gléckner, Polymerencharakterisierung durch Flissigchromatographie, VEB Verlag
der Wissenschaften Berlin, 1980). Féllung und Adsorption von biologisch bedeutsamen Makromolskiilen fiihren auBerdem
hiufig zur Zerstérung von Sekundér- und Tertisirstrukturén und damit zum Verlust biologischer Aktivitat, Methoden zur
GroBenfraktionierung von Polyelektrolyten mit Hilfe der Elektrophi,.ese sind nur fiir bestimmte Stoffgruppen (2.B.
Nucleinsiuren) hochauflésend, im préparativen MaBstab sind sie, wie die Ultrazentrifugation, sehr aufwendig. Fiir préparative
Zwecke geeignete und Skonomische Verfahren zur GréBenfraktionierung von Makromolekiilen beruhen auf dem Einsatz von
Ultrafiltermembranen bzw. Dialysemembranen, die in zahlreichen Varianten auf unterschiedlicher chemischer Grundlage mit
unterschiedlichen Trenngrenzen kommerziell verfilgbar sind. Abgesehen davon, daR bei der Ultrafiltration und Dialyse an
kiinstlichen Membranen anstelle einer scharfen Trenngrenze meist ein breiter Trennbereich auftritt, ermdglichen die bekannten
Membrantrennverfahren in einem Schritt lediglich die Gewinnung von zwei Fraktionen — des Permeats und des Retentats. Soll
eine Auftrennung der Probe in mehr als zwei Fraktionen erreicht werden, dann knnen Permeat oder Retentatan Membranen mit
veranderten Trennbereichen nochmals fraktioniert werden. Dies trifft auch sinngemi fiir die
VesikelausschluBchromatographie gemaR DD 247570 A3 und DD 269744 A3 zu. Sie stelit eine Synthese von Chromatographie
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und Membrantrennung dar. Hinsichtlich des Mechanismus der Trennung handelt es sich dabel um eine wiederholte Dialyse
durch die in einer chromatographischen Packung angeordneten, in sich geschlossenen Mikrokapseln bzw.
Hohimembransysteme {Vesikulire Tréige:). Resultat einer chromatographischen Trennung mit vesikuldren Trégern sind eine
ausgeschlossene und eine permelerende Fraktion, wobeli erstere bei 40, letztere bei 90% des Packungsvolumens die
chromatographische Saule verliBt. Da gem#R DD 269744 A3 die sehr scharfe AusschluBgrenze bestimmter fiir die
VesikelausschluRchromatographie eingesetater Trennmembranen durch Pektinextraktion und Eluticnsmitteleinflisse
hinsichtlich der maximalen Molmasse der permeablen Molekille veréindert werden kann, erméglichen wiederholte
chromatographische Trennungen mit vesikuldren Trigern bei verinderter AusschluBgrenze die Gewinnung von mehr als zwei
MolekiilgréRenfraktionen aus einer polydispersen Mischprobe. Giinstiger wire es, eine GrdRenfraktionierung polydisperser
Stoffe an ein und demselban Membransystem durchzufilhren, wobei nacheinander mehrere voneinander verschiedene Molekiil-
oder TeilchengréBenfraktionen erscheinen. Hierfiir ist bisher kein Verfahren bekannt.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung oines hochauflésenden Membrantrennverfahrens zur Fraktionierung
makromolekularer polydisperser Stoffe nach dem Folymerisationsgrad.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Die Aufgabe besteht in der Entwicklung eines Membrantrennverfahrens zur GréBenfraktionierung polydisperser
hor:hmolekularer Stoffe, z.8. van Nucleinséuren, Dextranen oder Polysthylenglycolen, das einen Vorteil der
VesikelausschluBchromatographie {hohe Selektivitét der Trennung) mit einem wesentlichen Vorteil der Gelchromatographie
{(Méglichkeit zur Gewinnung zahlreicher Fraktionen in einem einzigen ProzeR) vereinigt.

Die Aufgabe wird erfindungsgem&B dadurch geldst, daB diffusionsfihige hochmolskulare Stoffe mit
dispersionsmittelabhiéngiger Molekiil- oder TeilchengrdBe in den Innenraum von Mikrokapseln oder den Retentatraum von
anderen semipermeablen Membransystemen mit groBer spezifischer Oberfliche, sehr diinner Trennschicht und scharfer
Trenngrenze eingefiihrt und das Membransystem in einem fliissigen Dispersionsmittel mit einem Permeatraum in Verbindung
gebracht wird. Der Permeatraum wird mit Dispersionsmittel durchstrémt, wobei die Zusammensetzung des mobilen
Dispersior:smittels unter Ausnutzung bekannter Gesetzm#Bigkeiten schrittweise oder kontinuierlich so geéindert wird, daB sich
die Molekiil- oder TailchengroRe der hochmolekularen Stoffe schrittweise oder kontinuierlich im Verhiltnis zur Trenngrenze der
Membran verringert. Fiir eine erfolgreiche erfindungsgem#Be Fraktionierung ist wesentlich, daR die Trenngrenze der Membran
in bestimmten Dispersionsmitteln im Dispersitatsgebiet der Makromolekiile liegt, und daB anfangs ein Dispersionsmittel
esingesetzt wird, in dem die effektiven Molekiil- oder TeilchengréRen der zu fraktionierenden Stoffe deutlich Giber ihrem Minimum
und z2um Teil iiber der Trenngrenze der Membran liegen. Die Herabsetzung der MolekiilgréBe hzw. TeilchengréRBe {Stokesscher
Durchmesser) relativ zur Trenngrenze der Membran erfolgt durch Verénderung der Zusammenstzung des Dispersionsmittels in
mehreren Stufen oder in einem kontinuierlichen Gradienten. Sollen hydrophile Polyelektrolyte fraktioniert werden, kann dies
durch Erhdhung der lonenstirke im Dispersionsmittel erreicht werden (Reinert, K. E., und H.Triebel, in: Strukturuntersuchungen
an Biopc lymeren mit spektroskopischen und hydrodynamischen Methoden, Akademie-Verlag Berlin, 61164, 1976). Die
Herabsetzung der effektiven TeilchengroBe relativ zur Trenngrenze der Membran ist bei hydrophilen Polymeren mit flexibler
Sekundirstruktur auch durch Zusatz mit Wasser mischbarer organischer Fliissigkeiten zum wiirigen Dispersionsmittel in einer
Konzentration, die zwischen der fiir die Ausféllung der hydrophilen Polymeren erforderlichen Konzentration
{Fillungskonzentration) und /w0 dieser Konzentration liegt, méglich. Die desolvatisierende Wirkung organischer Fliissigkeiten
wie einwertiger Alkohole, Aceton und weiterer Ketone sowie zahlreicher anderer mit Wasser mischbarer organischer
Fliissigkeiten bei hydrophilen Makromolekiilen istbekannt und wurde gem#B DD 269744 A 3 bereits im Zusammenhang mit der
VesikelausschluBchromatographie zur VergréBerung der maximalen Molmasse fir die Permeation durch die Vesikelmembran
eingesetzt,

Wasentlich fir die hier dargestelite Erfindung ist, daB die Fraktionierung durch Verénderung der Dispersionsmitteleigenschaften
im Verlauf eines Elutionsprozesses erreicht wird. Das Verfahren erfordert den Einschlu8 der makromolekularen polydispersen
Stoffe im Retentatraum eines Membransystems unter Nutzung der Ultrafilterwirkung der Membran und die anschlieRende
Elution mit einem kontinuierlichen oder stufenférmigen Dispersionsmittelgradienten. Dabei ist von Bedeutung, dal das
Membransystem eine groRs spezifischa Oberflidche besitzt, weil bekanntlich bei einer spezifischen Oberflédche unter 10cm¥/ml
Retentatvolumen bereits die Diffusion durch die unbewegte Fliissigkeit im Retentatraum des Membransystems Zeitrdume von
mehreren Minuten zur Gleichgewichtseinstellung erfordert. Ein fiir den vorteilhaften Verlauf der erfindungsgeméRen
Fraktionierung erforderlicher Mindestwert der Geschwindigkeitskonstanten fiir die Einstellung des Diffusionsgleichgewichtes
der permeationsfihigen Polymeren zwischen der fliissigen Phase des Retentatraumes und derjenigen des Permeatraurnies von
0,01s"*ist erst bei einer spezifischen Oberfliche der Trennmembran von mehr als 20cm?/m| Retentatvolumen maglich,
AuBerdem ist fiir die erfolgreiche Durchfiihrung der Fraktionierung in kurzer Zeit eine sehr hohe Permeabilitédt der Membran
vorauszusetzen, die ebenso wie die erforderliche scharfe Trenngrenze nur bei einer diinnen Trennschicht mit geringem
Feststoffgehalt auftritt. Diese Veraussetzungen sind in idealer Weise bei den aus Zellwénden aufgebauten vesikuldren Trégern
gemaR DD 247570 A3 erfiillt.

Das erfindungsgeméRe Verfahren ist prinzipiell auch mit kiinstlichen Membranen durchfiihrbar. Die erforderliche
Trenngrenzenschérfe 18Rt sich z.B. mit Hilfe von S-Schichten {Séra und Sleytr, Biotechnology, Vol.6b, ed. by H~J.Rehm and
G.Reed, VCH Verlagsgesellschaft Weinheim, 1988) erreichen. Eine hohe spezifische Membranoberfliche, bezogen auf den
Retentatraum, eine hohe Austauschrate, eine diinne Trennschicht und eine scharfe Trenngrenze sind beispielsweise auch bei
Kapillarmembransystemen mit asymmetrischer Trennschicht zu erreichen, wenn die gequollene hochpordse Stiitzschicht der
Membran als Retentatraum und der Hohlraum innen als Permeatraum genutzt werden.
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Uberraschend zelgte sich, daf bei der Elution von in vesikuliren Trégern eingeschlossenen Dextranen oder Nucleins8urenin
einem Stufengradienten des Elutionsmittels bel anstelgendem Ethanaol- oder MgCl,-Gehait scharf abgegrenzte Frakticnen mit
unterschiedlichem Disparsitiitsgrad nachweisbar sind, wobel die Zahi der Fraktionen mit der Zahl der Stufen ibereinstimmt. Ein
Vortall des Verfahrens besteht darin, daB die Fraktionen vollsténdig vaneinander getrennt werden kénnen, da nach jedem
Increment der Konzentration des die effektive TeilchengréBe herabsetzenden Zusatzes eine zeitlich begronzte Elution in Form
einos Peaks erfolgt.

Ausidhrungsbelsplele

1. Fraktionierung von Ribonucleinséure an vesikulirem Tragermaterial

Gem#if DD 246920 hergestellte und getrocknete vesikuliire Tréger werden in einem 200mM MyCl, enthaltenen Puffer (10mM
Tris-HCl, pH 7,5) suspendiert und in eine Chromatographiestule {Innendurchmesser 16mm) gefiillt. Das Yettvolumen betrigt
&ml. Die Siule wird mit sinem UV-Detektor mit DurchfluBkilvette {Wellenlinge 254nm), einer DurchfluB-LeitfahigkeitsmeRzelle,
ainem Fraktionssammler und einem Schreiber verbunden. Das chromatographische Bett wird solange mit dem 200 mM MgCl,
enthaltenden Puffer gespllt, bis die Extinktion im Eluat auf Null gefallen ist. AnschiieBend erfolgt der Wechsel zu einem Puffer,
der 20mM MgCl, enthalt, Mit diesem wird gewaschen, bis die Leitfahigkeit des Eluats gleich der des reinen Puffersiist. 50yl einer
Losung von polydisperser Ribonucleinsure (RNA aus Hefe, Boehringer Mannheim, 1 mg/mlin 10mM Tris-HCl, pH 7,5} wird auf
die Siule aufgebracht und nach Einsaugen der Probe in kleinen Portionen mit magnesiumchloridfreiem Puffer gespiilt. Da das
chromatographische Verhaiten der RNA bei Konzentrationen von 0 und 20 mM MgCl, unterschiedlich ist {Abb. 1), die Molski lein
sinem Fall in den Innenraum permeieren kénnen, im anderen jedoch ausgeschlossen werden, verbleibt infolge des
Pufferwechsels ein Teil der Nucleinséuremolekiile (10 bis 30%) im Innenraum der T -dger eingeschlossen und kann diesen
vorerst nicht verlassen. Die nicht eingeschlossenen Molekille werden zuerst eluiert,

Abb. 1 zeigt das Chromatogramm einer RNA-Probe in 10mM Tris-Puffer pH 7,5 (durchgezogene Linie} und mit dem gleichen
Puffer, der zusétzlich 20 mM MgCl, enthilt (gestrichalte Linie). Abb.2 zeigt die schrittweise Elution der zuriickgehaltenen
(eingeschlossenen) Molekiile einer RNA-Probe durch Puffer ansteigender MgCl,-Konzentration.

Probe: RNA aus Hefe {Boehringer Mannheim), 1mg/mlin 10mM Tris-HCl, pH 7,5, Probenvolumen: 50 i, Séule: 16mm X 23mm
Nach Spiilen der Sdule mit magnesiumchloridfrelem Puffer (mindestens 2 Saulenvolumina bzw. 10mi) erfolgt die fraktionierte
Freisetzung der eingeschlossenen Molekiile durch Puffer mit stufenweise ansteigender Magnesiumchloridkonzentration:

0bis40ml 0,2mM
40bis 70 ml 2,0mM
70 bis80ml 20 mM

Anhand der Extinktion bei 254nm kénnen deutlich drei verschiedene, scharf abgegrenzte Fraktionen detektiert werden,
In entsprechender Weise wurden dariiber hinaus mit vergleichbarem Ergebnis fraktioniert:

~ degradierte Desoxyribonucleins#iure aus Heringssperma (SERVA, Heidelberg)

- degradierto Polygalakturonsaure aus Citrus (SERVA, Heidelberg).

2. Fraktionlerung von Dextran an vesikulirem Trégermaterial

Eine analog Beispiel 1 hergestelite Chromatographieséule mit Zellwandvesikeln wird bis zur lonenfreiheit des Eluats
{konduktometrische Kontrolle) mit einer Ethanol-Wasser-Mischung {30Vol.-% Ethanol) eluiert. AnschlieBend wird ein Volumen
von 0,1 ml einer Losung eines polydispersen Dextrans in Phosphatpuffer (50mg/ml, 0,1 M Phosphatpuffer pH 6,6 unter Zusatz
von 0,05% Natriumazid, Dextran T 250 der Fa. Pharmacia, Schweden) aufgetragen und nach zweimaligem Nachspiilen mit
jeweils 0,1 ml des Phosphatpuffers mit einer gréBeren Phosphatpuffermenge unter polarimetrischer Kontrolle eluiert, bis im
Eluat kein Dextran mehr nachgewiesen wird. Ein Teil des aufgebrachten Dextrans {etwa 20%) wird dabei durch den Wechss! der
Zusammensetzung des Elutionsmittels im Innenraum der Zellwandvesikeln eingeschlossen und kann nicht eluiert werden.

im AnschluB daran erfolgt die Elution in mehreren Stufen, zunéichst mit dem verwendeten Phosphatpuffer unter Zusatz von
15Vol.-% Ethanol, wobei die erste Fraktion eluiert wird, dann mit einer Ethanol-Wasser-Mischung (20 Vol.-% Ethanol), wobei eine
Fraktion mit mittlerer MolekiilgréBe eluiert wird, zuletzt mit einer Mischung aus Ethano! und Wasser (35% Ethanol), die zur
vollstandigen Elution (eingeschlossene Dextranmolekiile mit dem groBten Molekulargewicht) fihrt.
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