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Patentanspruch:

1.

Verfahren zum Einschlu® von makromolekularen polymeren Stoffen in Hohltrager, dadurch
gekennzeichnet, dal3 Hohltrager, begrenzt von einer praformierten, geschlossenen,
semipermeablen Ultrafiltermembran mit scharfer Permeabilitdtsgrenze, und anschlieBende
hochmolekulare polymere Stoffe mit dispersionsmittelabhdngigem effektivem
Molekiildurchmesser, der in Abhangigkeit vom eingesetzten Dispersionsmitte! unter- oder oberhalb
der der Permeabilitiatsgrenze liegt, in einem permeationsvermittelnden flissigen Dispersionsmittel,
das einen effektiven Molekiildurchmesser der einzuschlieenden Stoffe unter der
Permeabilititsgrenze bedingt, in Verbindung gebracht werden, und danach das Dispersionsmittel
ausgetauscht oder in seiner Zusammensetzung unter Ausnutzung bekannter GesetzmalSigkeiten
der Dispersionsmittelabhangigkeit der MolekiilgroRe der einzuschlieBenden Stoffe so gedndert
wird, daB sich der effektive Molekiildurchmesser der einzuschlieBenden Stoffe vergroRert.
Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf8 nach der Dispersion der
einzuschlieBenden Makromolekiile und der Hohltragerin dem permeationsvermittelnden ﬂussugen
Dispersionsmittel die einzuschlieRenden Makromolekile mit einem bekannten fliichtigen
Fallungsmittel koaguliert und die fllichtigen Bestandteile der Dispersion anschlieBend verdampft
werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf3 ein feuchtes oder trockenes
chromatographisches Bett aus den Hohltragern mit einer Dispersion der einzuschlieenden
makromolekularen Stoffe im permeationsvermittelnden flissigen Dispersionsmittel vollstéandig
oder teilweise gesattigt wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf3 als permeationsvermittelndes
Dispersionsmittel fiir einzuschlieBende hydrophile makromolekulare polymere Stoffe mit stark
hydratationsabhangiger Molekillgr6Re wie Dextrane und weitere wasserlésliche neutrale oder
saure Kohlenhydrate, Nucleinsduren, Polyethylenglycole, Polyvinylpyrrolidon, Polyacrylamid,
Polyacrylsiure oder Verbindungen anderer Stoffe mit diesen polymeren Stoffen eine walirige
Lésung, die als permeationsvermittelnde Komponente eine wasserldsliche organische Fliissigkeit
zu einem unterhalb der Fallungskonzentration fiir die Makromolekiile liegenden Mengenanteil
enthalt, eingesetzt wird, und danach eine Verringerung des Mengenanteils der
permeabilitdsvermittelnden organischen Komponente im Dispersionsmitte! auf dem Wege der
Verdiinnung, der Dialyse oder des Verdampfens durchgefthrt wird.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dal als permeationsvermittelndes
Dispersionsmittel fiir einzuschlieBende Dextrane oder Verbindungen von Dextranen mit anderen
Stoffen eine salzfreie oder salzarme wéBrige Lésung von Aceton oder Ethanol mit einem Ethanol-
oder Acetongehalt wenig unterhalb der Fallungskonzentration fiir die Dextrane oder
Dextranverbindungen eingesetzt wird und danach eine Erhéhung der Salzkonzentration und/oder
Verringerung der Ethanol- bzw. Acetonkonzentration im Dispersionsmittel vorgenommen wird.
Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal3 als permeationsvermittelndes
Dispersionsmittel flir einzuschlieBende hydrophile Polyelektrolyte mit starkionenstarkeabhangiger
MolekiilgroBe wie Nucleinsauren, Pektin, Polygalacturonséure, Polyacrylsdure oder Verbindungen
derartiger Polyelektrolyte mit anderen Stoffen eine walBlrige Salzlosung mit einer Salzkonzentration
unter der Fallungskonzentration fur die einzuschlieBenden Polyelektrolyte eingesetzt wird und
danach eine Herabsetzung der lonenstirke im wéf3rigen Dispersionsmittel auf dem Wege der
Verdiinnung, der Dialyse oder der Elektrodialyse vorgenommen wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da als permeationsvermittelndes
Dispersionsmittel fiir einzuschlieBende Polyelektrolyte mit stark pH-abhangiger Molekilgroe wie
Polyacrylsdure, Polygalacturonsdure, Pektin, Nucleinsdure, Chitosan oder Verbindungen anderer
Stoffe mit derartigen Polyelektrolyten eine walirige gepufferte Salzldsung, in der die Dissoziation
der ionischen Gruppen auf Grund des pH-Wertes stark herabgesetzt ist, eingesetzt und
anschlieRend der pH-Wert im Fall einzuschlieBender Polyanionen erhht, im Fall einzuschlie@ender
Polykationen erniedrigt wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf als Hohltrdger bekannte vesikulare
Tragermaterialien, begrenzt von aus Zellwanden bestehenden Ultrafiltermembranen, eingesetzt
werden.



-2- 291019

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung ist in der Polymerenchemie und Biotechnologie anwendbar,

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Die Umbhiillung mit Membranen bei der Bildung von Mikrokapseln oder die Verwendung von Hohlfasern unterscheiden sich von
anderen Prinziplésungen zur Immobilisierung von Makromolekiilen (kovalente oder adsorptive Tragerbindung) vorteithaft
dadurch, da® die immobilisierten Kolloide diffusionsféhig und chemisch unveréndert bleiben kénnen

(Hartmeier, W.,Immobilisierte Biokatalysatoren. Springer, Berlin, Heidelberg, New York, Tokyo, 1986). Der Einschluf} in
Hohltriger hat auch den Vorteil der Unabhiingigkeit der Konzentration des immobilisierten Makromolekiils von den
Eigenschaften der Festphase. Trotz dieser Vorteile wird die Immobilisierung von Rezeptoren fiir die Affinitdtschromatographie
und fiir strukturgesteuerte chemische Synthesen ebenso wie die Immobilisierung von Enzymen in der Praxis meist durch
kovalente Tragerbindung realisiert, weil die Enkapsulation wegen der meist geringen Ausbeute an eingeschlossenen
Makromolekiilen oftmals nicht Skonomisch ist bzw. zu Produkten mit technischen Nachteilen (u. a. ungeniigende Zugéanglichkeit
der immobilisierten Makromolekiile fiir die Diffusion von Substraten oder Liganden, ungentigende hydrodynamische FluRrate
im Festbett) fiihrt. Eine Begrenzung des Enkapsulationssprinzips besteht auch darin, das biotechnologisch relevante
Makromolekile wie Nucleinsduren, Kohlenhydrate und Proteine mit den fiir die Kapselbildung eingesetzten
Reaktionskomponenten chemische Verbindungen eingehen kdnnen. Der Einschiu® von Makromolektilen in vorgefertigte
Hohltrdger mit geschlossener Hiillmemkran ist bekanntlich (US 4257 884) durch eine irreversible chemische Verdnderung der
Hillmembran (Vernetzung, Beschichtung mit gleichzeitiger Erniedrigung der Permeabilitdtsgrenze) méglich. Hinsichtlich der
Reaktionsmdglichkeiten der einzuschlieBenden Makromoleklile mit den zur Beschichtung bzw. Veranderung der Membran
benutzten Reagenzien bestehen dhnliche Einschrankungen wie bei Einschluf durch Kapselneubildung. Hohlfasern und andere
offene Hohimembranmodule haben den Vorteil, daR der innere Hohlraum verlustfrei mit den einzuschlieBenden
Makromolekiilen gefiillt werden kann. In den bekannten Hohimembranmodulen ist allerdings die Geschwindigkeit der
Substratpermeation begrenzt. Wegen der genannten Probleme besteht ein begriindetes technisches Interesse an einem
dkonomischen Verfahren zum EinschluR von Makromolekiilen in preiswerte Hohltrdger mit geschlossenen semipermeablen
Hillmembranen, die durch eine hohe Stoffaustauschrate fiir alle permeablen Stoffe ausgezeichnet sind. Sehr hohe spezifische
Austauschraten besitzen Mikrokapseln mit sehr ditnnen Hiillmembranen, z.B. vesikuldren Tragern gemafR DD 247570 A3.
Verfahren fiir einen stabilen EinschluB von Makromolekiien in derartige Hohltrager ohne chemische Verdnderung der
Makromolekile und der Hohltrdgermembran sind bisher nicht bekannt.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung ist ein schonendes, konomisches und effektives Immobilisierungsverfahren fiir Makromolekdle, das zu
diffusionsfihigen, in einer partikuliren stationédren Phase immobilisierten Makromolekiilen und einer hohen Geschwindigkeit
des Stoffaustausches zwischen der stationdren und der mobilen fitissigen Phase flihrt.

Darstellung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Makromolekiile durch die Hiilllmembran eines praformierten geschlossenen
semipermeablen Hohlmembransystems, z.B. von vesikuldren Trédgern, in die stationére flissige Phase des Tragerhohlraumes
einzufiihren und dort einzuschlieBen, ohne die Makromolekdle oder die Hiillmembran irreversibel zu veréndern.

Die Aufgabe wird dadurch gelost, daB praformierte Hohltréger, umhillt von einer praformierten, geschlossenen,
semipermeablen, durch eine scharfe Permeabilititsgrenze ausgezeichneten Ultrafiltermembran, mit einer Dispersion
einzuschlieBender hochmolekularer Stoffe, deren effektiver Molekildurchmesser in Abhingigkeit vom Dispersionsmittel unter
oder Gber der Permeabilitatsgrenze der Hohltrdgermembran liegt, versetzt werden und das Dispersionsmittel verandert wird.
Hierbei wird zuerst unter Ausnutzung bekannter GesetzmaRigkeiten der Dispersionsmittelabhangigkeit der effektiven
MolektilgréBe polymerer Stoffe ein permeabilitdtsverhinderndes Dispersionsmittel gewadhlt, in dem die einzuschlieBenden
makromolekularen Stoffe durch die Hohltragermembran permeieren kénnen. Danach werden die effektiven
Molekiildurchmesser der einzuschlieRenden Stoffe (iber den Wert der Permeabilitidtsgrenze der Hohltragermembran vergroert.
Dies geschieht durch Verdnderung der Zusammensetzung des fliissigen Dispersionsmittels, grundsatzlich durch Zusatz von
Stoffen, die die effektiven Molekildurchmesser vergroBern oder durch Herabsetzung der Konzentration solcher Stoffe, die die
effektiven Molekildurchmesser verringern, oder aber durch vollstindigen Austausch des Dispersionsmittels. Dabei werden in
der Polymerenchemie bekannte GesetzmaRigkeiten der Abhangigkeit der Molekiilgréf3e und -gestalt vom Dispersionsmittel
ausgenutzt. Es wurde Uberraschend festgestellt, daB das AusmaRB der dispersionsmittelabhdngigen Variabilitat der effektiven
Molekiildurchmesser im Vergleich zum GréRenbereich der Permeabilitidtsgrenze sehr diinner Ultrafiltermembranen fir
hydrophile Makromolekiile, u.a. losliche Polysaccharide und Nucleinsduren, unerwartet hoch ist und fiir einen stabilen und
effektiven Einschluf} in Hohltrager mit geschlossener Hilllmembran ausreicht. Die Erfindung ist nicht auf die Verwendung von
zellstrukturierten bzw. vesikuldren Tragern, in denen eine Zellwandstruktur trennwirksam ist, beschrénkt, da sich gezeigt hat,
daB der Einflud verschiedener Komponenten des Dispersionsmittels auf die Permeabilitit dinner Ultrafiltermembranen fir
bestimmte polymere Stoffe, z.B. der EinfluB hoher lonenstérken auf die maximale Molmasse fiir die Permeabilitat der
Polyelektrolyte und der Einflul hoher Alkoholkonzentrationen auf die maximale Molmasse fiir die Permeabilitat der
Dextranmolekiile, unabhéngig von der Art der Membran auftritt. Besonders geeignet fiir den erfindungsgemaRen EinschluB in
praformierte geschlossene Hohltrager sind Dextrane und dhnlich strukturierte hydrophile Stoffe wie losliche Starke, Pektinstoffe,
Nucleinsaduren, Polyethylenglykol, Polyvinylpyrrolidon, Polyacrylamid oder Polyacrylsiure, deren hydrodynamisch wirksame
MolekiilgréBe bekanntlich in starkem MafRe solvatationsabhéngig ist, und die mit Ethanol oder anderen hydrophilen
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organischen Fliissigkeiten aus der wiBrigen Dispersion gefillt werden konnen. Anstelle von einfachen polymeren Stoffen
kénnen auch deren Derivate oder zusammengesetzte polymere Stoffe, z.B. mit Periodat oxydiertes Dextran oder Verbindungen
von Dextran mit Cibacronblau F3 GA (Blue Dextran), erfindungsgeméB eingeschlossen werden.

Der Zusatz von Ethanol, Aceton oder dhnlichen wasserléslichen organischen Stoffen zum Dispersionsmittel bis zu einer
Konzentration wenig unterhalb des fiir die Fallung erforderlichen Wertes fiihrt unabhéngig von der Art der verwendeten
Trennmembran zu einer betrichtlichen VergroBerung der Molmassenobergrenze fiir den Membrandurchtritt hydrophiler
Makromolekiile mit flexibler solvatationsabhingier Molekiilgré®e. Dieser Effekt wurde bereits in der Chromatographie mit
vesikularen Tragern genutzt (DD 269744 A3). Unerwartet stark ist die Vergréerung der Molmassenobergrenze fiir den
Membrandurchtritt der Dextranmolekiile, wenn der Zusatz von Ethanol bei geringer lonenstérke erfolgt. in 35%igem ionenfreiem
Ethanol vergroRert sich beispielsweise die Molmassenobergrenze von Dextran fir die Permeation in vesikuldre Trager gemaR
DD 247570 von einer Molmasse von etwa 12kD auf eine Molmasse Gber 70kD. Ahnlich verhalten sich diinne
Celluloseacetatmembranen. Hierdurch wird es méglich, auch solche Dextranmolekiile in den Innenraum der Hohltrager
einzufiihren, deren effektiver Molekiildurchmesser in Wasser oder Pufferlésungen weit Giber den Wert ihrer Permeabilitdtsgrenze
fiir die Hohltragermembran liegt.

Die Molmassenobergrenze einzuschlieBender hydrophiler Polyelektrolyte mit flexibler Molekiilkonfiguration wie Nucleinséuren,
Polygalacturonséure, Polyacrylsiure und Pektin fiir den Durchtritt durch diinne Ultrafiltermembranen ist in unerwartetem
Ausmal von der lonenstiirke abhéngig, so daB3 solche Stoffe mit normalerweise weit (iber der Permeabilitdtsgrenze liegender
effektiver MolekilgréRe durch Erhdhung der lonenstérke fiir die Hohltrdgermembran permeabel gemacht und durch
anschlieRende Verringerung der lonenstérke eingeschlossen werden kénnen. Hierzu lassen sich Methoden der Verdiinnung,
Dialyse oder Elektrodialyse einsetzen. In dhnlicher Weise ist es moglich, pH-Veridnderungen auszunutzen, da sich mit
zunehmender Dissoziation der ionischen Gruppen die hydrodynamische TeilchengréBe eines Polyelektrolyts bekanntlich (vergl.
Autorenkollektiv, Strukturuntersuchungen an Biopolymeren mit spektroskopischen und hydrodynamischen Methoden,
Akademie-Verlag, Berlin, 1976) auBerordentlich vergroBert.

Als permeabilitatsvermittelnde Dispersionsmittelkomponenten kdnnen also fiir den Einschlu von Hydrokolloiden, wie oben
dargestellt, sowohl wasserlsliche, in hoher Konzentration desolvatisierend auf die einzuschlieBenden hydrophilen
Makromolekiile wirkende organische Fliissigkeiten, als auch desolvatisierend wirkende lonen eingesetzt werden.

Die fiir den EinschluB der Makromolekiile notwendige Herabsetzung der Konzentration permeabilitatsvermittelnder
Dispersionsmittelkomponenten kann ohne chemische Umsetzung grundsétzlich durch Verdiinnen, Dialyse oder Verdunsten
erfolgen, wobei der Vorteil der letztgenannten beiden Méglichkeiten darin besteht, dalB sie ohne Verdiinnung der Makromolekile
im Hohltrigerinnenraum durchgefiihrt werden kdnnen. Eine andere Méglichkeit zur Herabsetzung der Kenzentration
permeabilitatsvermittelnder Dispersionsmittelkomponenten besteht in ihrer chemischen Umsetzung. Beispielsweise knnen
die fiir die Permeation von Polyanionen vermittelnd wirkenden Protonen aus der wéaRrigen Losung durch Reaktion mit basisch
wirkenden Stoffen entfernt werden. .

Eine vorteilhafte Variante der Erfindung besteht darin, die einzuschlieBenden hydrophilen Makromolekile nach der Einstellung
des Diffusionsgleichgewichtes im Hohltrdgerinnenraum aus der permeationsvermittelnden Fliissigkeit auszufailen. in vielen
Fillen sind bekanntlich als Fallungsmittel fir hydrophile Makromolekiile Ethanol, Aceton oder dhnliche leicht verdunstende
wasserldsliche und in chemischer Hinsicht stabile organische Fliissigkeiten geeignet. Die genannten Flissigkeiten sind als
Fallungsmittel auch deswegen vorteithaft, weil sie, wie oben dargestellt, unterhalb der Fillungskonzentration zur VergroRerung
der Molmassenobergrenze zahlreicher hydrophiler Polymere fir die Membranpermeation eingesetzt werden kdnnen.
AnschlieBend an die Fallung der Makromolekiile kann das auBerhalb der Hohltréager gebildete Koagulat auf einem Filtertuch
abgewaschen und eine Lésungsmitteltrocknung oder Gefriertrocknung der Hohltriger durchgefihrtwerden, Gberfihrt man das
Trockenprodukt in einer permeationsverhindernde Filissigkeit, normalerweise Wasser oder eine wilrige Salzlosung, kommtes
zur Membrantrennung und zum gewiinschten EinschiuB der Makromolekiile im Hohltréger.

Es ist ratsam, die Hohltriiger fiir den erfindungsgemaBen EinschluB von Makromolekilen in der Form eines
chromatographischen Bettes anzuordnen. Dabei werden sie vor oder bei der Auftragung einzuschlieBender Makromolekiile
vollstindig oder teilweise mit einer permeabilititsvermittelnden Lésung geséttigt. Dieses Verfahren hat den Vorteil, da wegen
des verhiltnismaBig geringen duReren Fliissigkeitsvolumens ein hoher Prozentsatz der eingesetzten Makromolekiile
eingeschlossen werden kann. Anstelle eines feuchten Festbettes kann ein trockenes chromatographisches Bett gemaR DD-
Aktenz. G 01 N/3170428 eingesetzt werden, S#ttigt man das trockene Festbett mit der Dispersion der einzuschlieBenden
Makromolekiile im permeabilititsvermittelnden Dispersionsmittel, gelingt die Einfiihrung der Makromolekiile inden
Hohltragerinnenraum ohne Verdinnung.

Die Vielzahl der Bdden eines Festbettes kann genutzt werden, um den Anteil der nicht eingeschlossenen Makromolekiile zu
verringern. Dies erfordert ein Festbettvolumen, das ein Mehrfaches des Volumens der zugesetzten Dispersion einzuschlieRBender
Makromolekiile betragt und ist daher stets mit starker Verdiinnung der einzuschiieBenden Makromolekile verbunden. Ein
besonders hoher Prozentsatz der einzuschlieRenden Makromolekile 1aBt sich erreichen, wenn ein trockenes
chromatographisches Bett gemaR DD-Aktenz. G 01 N/3170428 genutzt wird. Zunichst wird ein Teil des Trockenbettes mit einer
permeabilitatsvermitteinden Fliissigkeit gesittigt. Gleichzeitig oder danach wird die fliissige Probe mit zu immobilisierenden
Makromolekiilen aufgetragen.

AnschlieRend wird eine Fliissigkeit aufgetragen, in der die Makromolekiile nicht durch die Hohltragermembran permeieren.
Beim Durchlauf durch das chromatographische Festbett vergroRert sich der effektive Molekildurchmesser der
einzuschlieBenden Makromolekiile Giber den Wert der Membranpermeabilititsgrenze. Die zu dieem Zeitpunkt auBerhalb der
Hohltriger (im Totvolumen) liegenden ausgeschlossenen Molekiile wandern solange schneller als die Befeuchtungsfront bzw.
das Dispersionsmittel, bis sie einen Bereich des Festbettes erreichen, in dem sie wieder in das Innere der Hohltrager eindringen
kénnen. Die Aufteilung des chromatographischen Bettes in mehrere Béden, in denen Diffusion und EinschluB erfolgen,
ermdglicht den Einschiuf3 von nahezu der gesamten Menge ausgetragener Makromolekiile. Die Erfindung wird nachstehend
durch Ausfiihrungsbeispiele erlautert.
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Ausfiihrungsbeispiele

1. EinschiuR eines neutralen hydrophilen Polymers durch Verdnderung der Ethanolkonzentration beim Durchlaufen eines
chromatographischen Bettes aus vesikuldren Trégern.

Ein zylindrisches chromatographisches Bett aus salzfreien, getrockneten veskuldren Tragern gemaf DD-Aktenz. G 01 N/3170428
von 3cm Linge und 1,5cm Durchmesser wurde mit Filterpapier bedeckt und mit 1ml einer salzfreien wérigen Lésung von
Ethanol (30 Vol.-%) und Dextran M 70 (Hersteller VEB Serumwerk Dessau, DDR) in einer Konzentration von 20 mg/mil einseitig
befeuchtet. Nach dem Einsaugen der ethanolhaltigen Dextranldsung wurde eine 100mM Phosphatpufferldsung nach Soerensen
bis zur vollstindigen Sittigung des Festbettes in das selbstsaugende chromatographische Bett eingefiihrt. Nach einer
Diffusionszeit von 12h wurde die feuchte Masse der vesikuldren Trager mit 20ml der Phosphatpufferlésung, anschiieBend mit
20m! 30%igen Ethanols gewaschen. Die Menge des abgewaschenen Dextrans wurde mit einem Polarimeter 141 M, Firma Perkin
& Elmer, erfa3t. In allen Versuchen betrug der eingeschlossene {mit Ethanol-Lésung auswaschbare) Teil des Dextrans mehr als
60%.

2. EinschluB eines neutralen hydrophilen Polymers durch Féllung und Trocknung aus Ethanol mit anschlie@ender Quellung in
ethanolfreier wairiger Losung 5ml einer 2%igen ethanolhaltigen Dextranlésung {30 Vol.-% Ethanol, 20mg/ml Dextran M70)
wurden auf ein mit salzfreier Losung von Ethanol in Wasser (30Vol.-%) gesittigtes, gut verdichtetes chromatographisches Bett
aus vesikuldrem Tréagermaterial (Bettvolumen 6 ml) aufgetragen. Das Einsaugen der Probe erfolgt mit einer Flu3rate von

0,1 ml/cm? min~". Nach dem Eindringen der Probe wird die feuchte Tragermasse aus dem Chromatographierohr enthommen
und mit 20mg NaCl (ochne Wasser) verriihrt. Nach 30min wird die Masse in kleinen Portionen unter starkem Ruhren in ein
Becherglas mit 30ml 96%igen Ethanols Gbertragen. Die Trager werden auf einem runden Filtertuch aus Polyamidseide mit

0,1 mm Porendurchmesser und 3cm Durchmesser abgefiltert, zur Entfernung des Restwassers mit 10ml Ethanol in gepackter
Form gewaschen, scharf abgesaugt und im Rotationsverdampfer unter Zusatz von 0,3ml n-Butanol getrocknet. Das getrocknete
Pulver wird mit 10 ml dest. Wasser gequollen und im Chromatographierohr mit Aqua dest bis zu einer Gesamtmenge des Eluats
(Eluat 1) von 20mi gewaschen. Der Dextrangehalt des so erhaltenen Eluats 1 wird am Polarimeter 141 M gemessen.
AnschlieBend wird nochmals mit 10ml Aqua dest gewaschen, wobei das Eluat (Eluat 2) zur polarimetrischen Untersuchung
aufgefangen wird. Zuletzt wird die Packung mit 20 ml salzfreier waBriger Ethanol-Losung (30 Vol.-%) eluiert, das Eluat (Eluat 3)
wird aufgefangen. In allen Versuchen betrégt der Anteil des eingeschlossenen Dextrans (Eluat 3) an der gesamten im
Trockenprodukt vorhandenen Menge mehr als 80% und mehr als 30% der insgesamt eingesetzten Menge. Eluat 2 enthielt keine
nachweisbare Dextranmenge. Zu einem entsprechenden Ergebnis kommt man, wenn anstelle von Dextran M70 eine aus diesem
Stoff und einem niedermolekularen Stoff zusammengesetzte Verbindung (beispielsweise blue Dextran) oder ein durch
Periodatoxidation aktiviertes Dextran eingesetzt wird.

3. Einschluf’ von Polyelektrolyten durch Veranderung der lonenstirke beim Durchlauf der Makromolekiile durch ein
chromatographisches Bett aus vesikuldren Tragern.

GemaB DD 24 570 hergestellte und getrocknete vesikuldre Trager werden in einem 200 mM MgCl, enthaltenden Puffer (10mM
Tris-HCI, pH 7,5) suspendiert. Eine Packung dieser Trager in einer Chromatographie-S3ule (Bettvolumen 5ml, Innendurchmesser
16 mm) wird mit Filterpapier bedeckt. Die Siule wird mit einem registrierenden UV-Detektor mit DurchfluRkiivette (Wellenldnge .
254 nm), einer DurchfluB-LeitfahigkeitsmeRzelle und einem Fraktionssammler verbunden. Das Bett wird solange mit dem
200mM MgCl, enthaltenden Puffer gesplilt, bis das Eluat von UV absorbierenden Stoffen frei ist. AnschlieBend erfolgt der
Wechsel zu einem Elutionspuffer, der 20mM MgCl; enthélt. Mit diesem wird gewaschen, bis die Leitfahigkeit des Eluats gleich
der des reinen Puffers ist. 50 il einer Lésung von degradierter Ribonucleinsiure (RNA aus Hefe, Boehringer Mannheim, 1 mg/ml
in 10mM Tris-HCl, pH 7,5} werden auf die Sdule aufgebracht und nach Einsaugen der Probe in kleinen Portionen mit
magnesiumchloridfreiem Puffer gesplilt. Infolge des Pufferwechsels bleibt ein Teil der Nucleinsduremolekiile (20 bis 30%) im
Innenraum der Trager eingeschlossen und kann diesen vorerst nicht verlassen. Die nicht eingeschlossenen Molekiile werden
eluiert. -
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