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Patentanspriiche:

1. Verfah: an zur chiomatographischan Fraktionierung von Nukleinséiuren, dadurch gekennzeic.net,
daR eine wiiBrige, annihernd neutrale Proboldsung, die Nukleinséuren in der mit polyvalenten
Kationen komplaxiorten Form enthilt. mit bokannten Methoden daer Chromatographie durch uin
Festbett, in dom pHanzliche Zellwainde im Gleichgewicht mit einer wélrigen anndhernd rieutral
reagieranden Losung ohne polyvalente Kationen odsr mit einer Konzentration an polyvalenten
Kationan deutlich unterhalb der Gleichgowichtskonstante idr die Komplaxbildung mit
Nukleinsduren stehen, bawegt ward.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf das Festbett aus vasikuldren Fiillkérpern,
die aus Zellwandgeruston pflanzticher Gewebeteilchen bestehen, hergestelit wird, dieses Festbett
mit einer anniithernd neutralen wirigen Pufferldsung ohne polyvalente Kationen gesittigt wird,
dev Probelésung vor dem chromatographischen Lauf Magnesiumionen in einer Konzentration von
50 bis 100mM zugesatzt werden und die Elution in Abhangigkeit vom gewiinschten Trennergebnis
mit einer magnesiumfreien oder magnesiumhaltigen annahernd neutralen Puffarldsung bzw. mit
ginem kontinuiorlichen oder stufenartigen Gradienten abnehmender Magnesiumkonzentration bei
annihernd neutralem pH-Wert durchgeftnrt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf8 vor oder withrend der
chromatographischen Trennung der Anteil der Einzelstrangstrukturen in den Nukleinséuren mit
bekannten Methoden veriindert wird.

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung ist auf dem Gabiet der molekutarbiologischen Methodik und in der Gentechnik anwendbar.

Charakteristik des hekannten Standes dar Tachnik

Die chromatographische Fraktionierung von Nukleinsauren hat sich zu einem wichtigen Gebiet der molekularbiologischen und
gentechnischen Methodik antwickeit. Neben der Trannung der Molekiile nach ihrer GroRe durch din Ausschlufichromatographie
beruben bekannte Mathoden auf lonenaustausch, Adsorption oder Affinitatsbindung an festen Trigern. Allerdings ist das
Spektrum von bekannten Triagermateriatien, die selektiv und reversibel Nukleinsiuren und Nukleoproteine zu binden vermaogen,
sehr begranzt. So konnen zwar Tragermaterialien mit lonenaustauscheigenschalten (i spharischer oder fléchiger Form) zur
reversiblen Bindung eingesetzt werden, sie haben aber den Nachteil, dad die gegebenen Biomolekiile nur unter ganz
spezifischen Bedingungen {2.B. hohe lonenstéirken) wieder vom Triger eluiert warden kénnen, wobei aufgrund der
Pulferbedirgungen zusitzliche umfangreiche, zeit- und arbetsaufwendige Entsalzungsschritte notwendig sind. Daneben kann
es aufgrund der Vielzahl von notwendigen Folgeschritten zu einer drastischen Reduzierung der Ausbeute komman. Oftwerden
auBardem komplizierte Sekundar- und Tertidrstrukturen und damit die biologische Aktivitdt von Nukleinsiuren beeintrachtigt.
Tragermaterialion wie Nitrocellulose, dio Nukleinsauren und Nukieoproteine liber adsorptive Krifte binden, sind nur sehr
begrenat fir die selektiva und reversibla Immobilisierung diaser Molekiilklassen einsetzbar. Obwoh! Nitrocellulose einnrseits
eine gewisse Seloktivitat bei der Bindung einzelstringiger Nukleinsduren aufweist, ist es andererseits nicht maglich, die
gobundenen Fragments unter schonenden Bedingungen wieder vom Trégar zu entfernen. AuBerdem bindet Nitrocellulose nu
Nukleinsduren mit relativ groBem Molekulargewicht, (Probst et al. 1979, Biochim. et Biophys., Acta 661, 132-146).

Dagegen zeigen Trigermaterialien mit zur Affinitatsbindung befahigten, spezifischen Nukleinsauresequenzen auf Cellulosehasis
{z.B. Oligo-dT-Cellulose, Poly(U)-Sepharose, Poly(U)-{Hybond mAP)-Papier sowie Cellulose mit spezifisch gebundenen
Oligonucleotiden sehr gute selektive und reversible Bindungseigenschaften. Aufgrund der hohen Spezifitét der
Wasserstoffbriickenbindung konnen nur diejenigen Nuklginsiurefragmente an die o.g. Trager immobilisiert werden. die die
entsprechenden komplementiren Sequenzen enthalten. Nach der Immobilisierung werden in grofsem UverschufR vorhandcne,
nicht komplementare Nukleinsauren durch einfache Waschschritte entfernt und anschlieBend die reine Nukleinsiurefamilie
durch einfache Temperaturerhéhung in wirigen Puffern unter sehr schonenden Bedingungen vom Triger elviert. (Avivetal,,
1572, Proc. Akad. Sci, USA 69, 1468-1477).

Dieses auch als molekulare Hybridisation bekannte Prinzip wird vor allem bei der Isolisrung von intakten Massenger-RNS
{mRNS) aus komplexen RNS-Gemischen mittels Oligo-dT-Cellulose, Poly(U)-Papier baw. -Sepharose oft angewendet. (Bantle et
al., 1976, Anal. Biochem. 72, 413-423). Durch die Maglichkeit, synthetisch hergestelite Oligonucleotide :nit spezifischen
Primirstrukturen an feste Triigermaterialien einfach zu binden, kénnen beliabig komplementére Nukleinséurestrukturen selektiv
und reversibel gebunden werden. Allerdings sind dazu jeweils die entsprechenden DNA-Fragmente chemisch zu syr*\etisieren.
Die zuletzt dargesteliten, bekannten Tragermaterialien zur Affinitétsbindung koinplementirer Nullginsguren habe. den
Nachteil, daB sie aufgrund ihrer Struktur und des verwendeten Bindungsprinzipss der molekularen Hybridisation nur fur ganz
spezielle Zwecke einsetzbar sind. Sie kdnnen nicht verwendet werden, um beliebige ginzelstringige Nukleinsaurefragmente
selektiv und reversibel zu immobilisieren und damit von doppelstringigen Nukleinsiuren abzutrennen. Trigermaterialien mit
diesen Eigenschaften sind bisher nicht bekannt geworden. Auch die vielfach zur Praparationen von Nukleinsauren und DNA-
bindenden Proteinen eingesetzten ve' schiedenan Hydroxylapatit-Tragermaterialien (Bernardi, 1971 Meth. Enzymol. 21, 95-139)
verursachen durch die hydrodynamisch ungiinstige Form der Hydroxyapatitkristalle Strangbiiche und damit eine teilweise
Degradation der eingesetzten Nuklginsiuren.
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el dor Erfindung

Das Ziol dor Erfindung besteht in der Beroitstollung oines affektiven Vaerfahrans zur Fraktionierting von Nukleinsguren.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Die Aufgabo bestehtin der Enwicklung eines Varfahrens zur chromatographischen Trennung und Reinigung von Nuklainsauren,
mit dossen Hilfo beliebiga ainzelstréngige Nuklelnsduren oder Einzelstrangfragmente selektiv und reversibel durch Adsorption
von doppelsiringigon Nukieinsduron abgetrennt wordon kénnan.

1Die Aufgahe wird erfindungsgemaB dadurch geldst, daR eino wilrigo annéhernd neutrale Probeldsung, dia Nukleinsiuren in
dar mit polyvalonten Kationen komplexierten Form anthiilt, mit bekannten Methodon der Chromatographia durch ein Festbett,
in dem pftanzlichn Zellwandstrukwren im Gleichgewicht mit einer wiBSrigen, anndhernd noutral roagierenden Losung ohne
polyvalents Kationen odaer mit einer se hr geningen Konzentration an polyvalenten Kationen {unterhalb der
Glaichgowich'skonstante fur die Komplexbildung rnit Nukleinsiuren) stehen, bewagt wird. Besonders vorteithaft 1at sich das
Verfahren mit bekunnten vesikuliren Fllkérpern fiir die Chromatographie, die aus den 2ellwandgeriisten pflanzlicher
Gowabetailchen bestehen, durchfiihren, wobei das Festbett mit einer annéhernd neutralun wilBrigen Pufferiésung ohne
polyvalenta Kationen geséttigt wird, bovor die Nukleinsiuren enthaltende Probe aufgetragen wird.

Eine gunstige Variante des Verfahrens bastaht darin, daid der Probelésunyg Magnesiumionen in einer Kanzertration von 50 bis
100mM zugesetzt werden. Wird aie Probe anechliefiend mit magnesiumfraier, annithernd nautraler verdiinnter Pufferlosung
aluiert, verlassen die doppalstringigen Nukleinsduren das Festbett mit dem Totvolumen, wihrend dio Nukleinsduren mit
Einzelstrangabschnitton das Festbett erst nach den Magnesiumionen mit einem Peak bei iiber 100% des Festbettvalumens
verlassen. Enthilt das Elutionsmittel zunéchs: eine hohe Magnesiumkonzentret.on (iber 20mM), werden die Nukleinsiiuren mit
Einze!strangabschnitten selektiv auf dem Festbett immobitisiert. Durch Gradianten abnehmender Magnesiumkonzentration
konnen die Einzelstrang-Nukleinsiiuren frakticniert eluiert werdan.

Eine noch weitargehendero Fraktionierung kann dadurch erreicht warden, dal vor oder withrend der chromatographischen
Trennung der Anteil der Einzelstrangabschnitte in den Nukleinsduren mit bekannten Methoden veriindertwird. Die Verdnderung
des Antails der Einzelstrangabschnitte kann durch Zusatz verschiedener Stoffe oder durch Einwirkung erhdhter Temperatu an
erfolgen. Die Magnasiumionen kdnnen zur Durchfiihrung dieses Verfahrans auch durch andere polyvalente Kationen, die mit
Nukleinsauren Komplexe bilden, z.B. durch Mn?*-lonen oder Ca’'-lonen ersetzt werden, von denen je nack: der
Gleichgewichtskonstanten und in Abhingigkeit vom pH-Wert unterschiealiche Konzentrationen in der Probeldsung optimal
sind.

Die vesikulire Struktur der Fullkérper ist fiir die Adsorption der Einzelstrang-Nukleinsduran nicht essentiell, so da3
immobilisierte pflanzliche Zellwiinde generell eingesetzt werden kdnnen.

Ausfiihrungsbeispiele

Zur Isolation der zellularen Nukleinsiuren von Escherichia coli wird eine Kultur in 200! Bakterisnvollmedium angesetat. Die
Bakterinnzellen werden bei einer optischen Dichte 0D = 2,0 geerntet. Die Extraktion der zelluldren Nukleinséuren erfolgtnach
einer modifizierten Metheode von Birnboim una Doly, (Birnboim H.C., Doly J., 11979, Nucleic Acids Res., 7, 1613). Die
Verandarung dieser Methode busteht im Weglassen der alkalischen Denaturierung der Nukleinséuren, der Lysis-Puffer besteht
nurin einer 1%igan Losung von Natriumdodecylsulfat. Die Denaturierung der Proteine nach der Zugabe von Natriumazetat wird
durch ein zusitzliches Einfrieren auf —20°C unterstiitzt. Die nach dieser Mathode gewonnene Nukleinsduref aktion wird in 500 pl
eines TE -Puffers (10mM Tris-HCI pf7,8, 0,1mM EDTA) aufgenommen und bei ~20°C gelagert.

Fir die chromatographische Auftrennung dieser gawonnenen Nukleinsiurefraktion wird eine Chromatographiesdule mit einem
Packungsvolumen von etwa 1ml genutzt. Die Siulenpackung besteht aus protopektinhaltigen vesiuléren Trdagermaterialien
{hergestellt aus Suspensionskulturen von Chenopodium album entsprechend DE 3347612), welche mit einem NT-Puffer (5mM
Natriumchlorid, 10mM Tris-HCI, pH 7,5) dquilibriert wird.

Zur chromatographischen Nutzung des erfindurgsgemiRen Verfahrens mit Tragermaterial werden in den Experimenten
folgende Bedingungen gewahit:

Tiennung A: J

100l der wie oban gewonnenen Nukleinsaurefraktion warden auf die beschriebene Chromatographiesaule aufgetragen undim
NT-Puffer chromatagraphiert. Die Fraktionen werden zu je 50 ul gesammelt und mit Hilfe einer horizontalen Gelelektrophorese
analysiert. Dazu wird ein 1%iges Agarosegel (BRL) in TAE-Puffer genutzt (Maniatis et al. 1981). Die Nukleinséuren werden nach
ihrer elektrophoretischen Trennung mit Hilfe einer Ethidiumbromidlésung (0,6 Mg/ml) im Agarosegel angeféarbt und unter
UV-Licht fotographiert. Das Ergebnis zeigt, daB die im Gel hoher liegenden DNA-Banden zusammen mit der im Gel sichtbaren,
diffusen RNA-Fraktion beginnend mit dem AusschluBvolumen {etwa 50% des Packungsvolumens) eluiert werden,

Trennung B:

Es werden die gleichen Versuchsbedingungen wie ohen gewahlt, jedoch wird die Chromatogrsphieséule mit einem NT-MyCl,-
Puffer (50 mM MgCl,) aquilibriert und die Nukleinsaurefraktion wird im gleichen Pufter eluiert. Die Auftrennungsergebnissa der
Nukleinsduren entsprechen denan im Versuch A,

Trennung C:

Auf der mit NT-Puffer dquilibrierte Saule wird die gesonnene Nukleinsdurefraktion mit 100mM MgCl, aufgetragen und mit
NT-Puffer (ohne Magnesiumionen) eluiert. Das Auftrennungsergebnis bei diesem Versuch zeigt, da® die RNA-Fraktion itn
Verhiitnis zur DNA spiter als in den vorangegangenen Versuchen eluiert wird (Peak bei iber 160 % des Packungsvolumans, nach
dem Mg?*-lonen). Eine besonders saubere und scharfe Trennung zwischen den verzigerten RNA-Fraktionen und der zuerst
eluierten



-3- 282809

DNA ist bei Zusatz von Ethidiumbromid {0,55 ppm) zv allen verwendeten Lisungen festzustellen. Dieses Trennet gebnis kann
auch durch dio Wah! der Temperatur oder anderer Zustandgrofen beeinfluit werden, wenn dadurch der Anteil von
Einzelstrangsbschnitten veréindert wird.

Trennung D:

Auf die mit NT-Puffer dquilibrierte Saule wird die gewonnena Nukleinsiurefraktion, mit 100 mM MgCl,, aufgetragen und mit
NT-MgCl,-Puffer (20mM MgCl,) eluiert. Hierbai kann nur die DNA-Fraktion, im Elgktropherrogramm deutlich sichtbar. eiu’ert
werden.

Durch aine erneute Elution mit dem NT-Puffer kann auch die vormals an den Tréger der Saule gebundene RNA-Frakiion eiviert
werden und demazufolge iin Eloktropherrogramm sichtbar gemacht vserden. Analog wird mit grundsitzlich gleichem Ergebnis
der Versuch durchgefiihrt, wenn die Mg’-lonen durch Ca?'-, Fe'*-, Co?*, AI*'- und Zn?*-lonen ersatzt werden.

Trennunq E:

Die analog Versuch D gebundene Nukleinsiurefraktion (RNA) wird durch stufenweise Erniadrigung der Mg** -Konzentration
eluiert. Als Elutionspuffer werden nacheinander Lésungen mit der doppelten Menge des AusschiuBvolumens und mit standig
um die Halfte verminderten MgCl,-Konzentration eingesetzt.

Analog zu den vorangegebenen Versuchen wurden die eluierten Fraktionen elektrophoretisch analysiert. Die Auswertung zeigt,
daR verschiedene RNA-GroBenklassen bei unterschiadlichen Mg?' -Konzentrationen eluiert werden kénnen.
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