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Verfahren zur Stabilisierung von doppelstrangigen Nukleinsduren

®

Doppelstrangige Nukleinsduren zeigen unter Ublichen
Lésungsmittelbedingungen ein Auftrennen der beiden
gepaarten Einzelstrange, wenn die Umgebungstempera-
tur den Schmelzpunkt der Nukleinsauren lberschreitet;
der Schmelzpunkt ist unter anderem von Art und Lange
der Nukleinsauren abhangig. Dieses Aufschmelzen kann
in einigen medizinischen und vielen biotechnologischen
Prozessen und Anwendungen unerwiinscht sein. Das
neue Verfahren erlaubt eine signifikante thermische Sta-
bilisierung des doppelstrangigen Charakters der Nuklein-
sauren durch die Verwendung von einfach und kosten-
glinstig herstellbaren rekombinanten Proteinen.

Die doppelstrangige Nukleinsaure wird mit einem nukle-
insaurebindenden Protein aus einem hyperthermophilen
Organismus, im gewéhlten Beispiel das HU-Protein aus
dem Eubakterium Thermotoga maritima, inkubiert. Das
Protein kondensiert die Nukleinsdure und schitzt sie
gleichzeitig vor Aufschmelzen wie auch vor enzymati-
schem Verdau. Dabei kann beispielsweise eine thermi-
sche Stabilisierung von synthetischem poly-dAdT um 47
C beobachtet werden, d. h. eine Verschiebung der
Schmelztemperatur von 31 C ohne HU (®)auf 78 C mit HU
{ZK)vgl. Zeichnung.

Bereitstellung von doppelstrdngigen Nukleinsauren in
medizinischen Anwendungen und in biotechnologischen
Prozessen.

Anteil an aufgeschmolzener DNA
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Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Stabilisierung von doppelstriangigen Nukleinsduren (dsDNA,
dsRNA, DNA/RNA-Hybride, doppelhelikale intramolekulare Basenpaarbereiche) gegen thermisch induziertes Auf-
schmelzen.

DNA (Desoxyribonukleinsdure) tritt im Organismus stets als doppelt gewundene Helix auf, innerhalb der jeweils zwei
Basentypen komplementir zueinander gepaart vorliegen. Die Stabilitét dieser Doppelhelix beruht auf schwachen, nicht-
kovalenten Wechselwirkungen; im wesentlichen sind dies (i) Wasserstoffbriicken, die sich aufgrund der spezifischen Ba-
senpaarungen zwischen den Helixstrdngen ausbilden, sowie (ii) hydrophobe Basenpaarstapelungseffekte der aromati-
schen Ringe der Nukleotide. Bedingt durch den nichtkovalenten Charakter der Wechselwirkungen lassen sich die
Strénge durch Zufuhr von thermischer Energie voneinander trennen. Dieser ProzeB wird als das Aufschmelzen von DNA
bzw. die thermische Denaturierung von DNA bezeichnet; ein wichtiger Teil der PCR-Methode (Polymerase Chain Reac-
tion) beispielsweise besteht aus wiederholten derartigen Aufschmelzvorgéngen.

Die Schmelztemperatur, das ist per definitionem diejenige Temperatur, bei der 50% der Basen nicht mehr gepaart vor-
liegen, wird im wesentlichen von der Linge des DNA-Fragmentes sowie von seiner Zusammensetzung aus den mogli-
chen Basenpaaren zwischen Adenin und Thymin einerseits und Guanin und Cytosin andererseits bestimmt. Dartiber hin-
aus modulieren Losungsmittelbedingungen wie z. B. die Ionenstérke, Puffer- Additive oder der pH-Wert die Schmelz-
temperatur eines DNA-Fragmentes. Das Aufschmelzen eines homogenen DNA-Fragmentes ist dabei ein hoch koopera-
tiver ProzeB.

Verschiedene technische und medizinische Anwendungen erfordern die Bereitstellung stabiler doppelstrangiger Nu-
kleinsduren (z. B. doppelstrdngige Desoxyribonukleinsdure, doppelstringige Ribonukleinsidure oder doppelstringige
Hybride davon) auch unter thermischen und/oder physikochemischen Bedingungen, unter denen diese Doppelstringig-
keit natiirlicherweise nicht gegeben ist. Einzelstringige Nukleinséuren sind biologisch jedoch nicht in gleicher Weise
wirksam wie doppelstrangige Nukleinsduren, und sie werden unter physiologischen Bedingungen schneller enzymatisch
abgebaut, sofern sie nicht durch tiefe Temperatur oder bestimmte strukturelle Merkmale geschiitzt werden. Weiterhin
sind kurze Oligonukleotide mit geringem GC-Gehalt (Anteil an Guanin und Cytosin) unter typischen physiologischen
Bedingungen nicht als Doppelstrang-Struktur stabil. Einzelstrdngige Nukleinsduren (z. B. mRNA, Ribozyme, tRNA)
bilden oft intramolekulare Doppelstrang-Bereiche aus, die fiir ihre biologische Funktion wichtig sind. SchlieBlich wird
zur Sterilisierung von biologischen Proben oft eine Autoklavierung unter hohen Temperatur- und Druckbedingungen
verwendet; unter diesen Bedingungen sind doppelstringige Nukleinsdurestrukturen jedoch nicht mehr stabil und liegen
einzelstréngig vor.

Nach dem Stand der Technik sind nur wenige Agentien bekannt, die das Schmelzverhalten von doppelstringiger DNA
modulieren; dazu gehoren beispielsweise hochkonzentrierte Salzlgsungen. Diese sind jedoch fiir viele Anwendungen,
z. B. im medizinischen Bereich, ungeeignet, da keine dauerhafte, direkte Wechselwirkung vorliegt.

Des weiteren ist aus der Literatur ein aus Sulfolobus acidocaldarius gewonnenes Sac7d-Protein bekannt, welches dop-
pelstriangige Nukleinsiuren stabilisiert und gegen thermisches Aufspalten schiitzt (Biochemistry 34, 1995). Aufgrund
der Schmelztemperatur von 92,7°C ist das rekombinant hergestellte Sac7d bei typischen technischen Prozessen wie der
Polymerase-Kettenreaktion, bei der Aufschmelzprozesse bei 95°C durchgefiihrt werden, bzw. bei der Autoklavierung
oder Hybridisierung nicht mehr stabil und somit nicht einsetzbar. Anzumerken ist gleichfalls, daf} die Stabilitit von na-
tivem und rekombinantem Sac7d-Protein aulergewdhnlich unterschiedlich ist, welches auf Heterogenitéten in der Her-
stellung und der Aufarbeitung des Proteins hinweist. Natives Sac7 ist weiterhin sehr heterogen. Dariiber hinaus ist Sac7d
bei rekombinanter Herstellung nach der Literatur toxisch, was eine geringe Ausbeute bei der rekombinanten Herstellung
und Aufarbeitung zur Folge hat (1 mg Sac7d aus 1 g E. coli-Zellmasse).

Der im Patentanspruch 1 angegebenen Erfindung liegt das Problem zugrunde, die genannten Nachteile des Standes der
Technik zu beseitigen, ein einfach und kostenglinstig herzustellendes Agens bereitzustellen, das doppelstringige Nukle-
insduren vor thermisch und physikochemisch induziertem Aufschmelzen schiitzt und die Doppelstrangstruktur auch un-
ter Bedingungen in technischen Prozessen erhélt, bei deren Temperaturbereichen diese normalerweise nicht mehr gege-
ben ist.

Dieses Problem wird gem&B Patentanspruch 1 dadurch gelost, daf3 ein Agens verwendet wird, das aus dem hyperther-
mophilen Organismus Thermotoga maritima stammt, einem bei Umgebungstemperaturen von 75 bis 90°C existierenden
Lebewesen. Vorzugsweise werden dabei histondhnliche Proteine verwendet. Histone sind DNA-bindende Proteine in eu-
karyontischen Zellkernen, die DNA innerhalb des Zellkerns verringern. Histon4hnliche Proteine erfiillen eine analoge
Aufgabe in den einfacher strukturierten (kernlosen) prokaryontischen Organismen.

Es konnte nachgewiesen werden, dafl das DNA-bindende, histonzhnliche Protein HU aus dem Eubakterium Thermo-
toga maritima (Gattung Thermotogales), dessen optimale Wachstumstemperatur bei 85°C liegt, doppelstriangige DNA
bindet und kondensiert. Ein wesentlicher Vorteil der Erfindung besteht darin, da8 durch das genannte Protein eine typi-
sche doppelstringige Nukleinsiure, bestehend aus z. B. alternierenden Adenin-Thymin-Basenpaaren, derart stabilisiert
wird, daB der Schmelzpunkt von urspriinglich 31°C auf 78°C (also um 47°C) erhht wird.

Fine extrem hohe Kooperativitit der Bindung an Nukleinsduren (Hill-Koeffizient > 7 fiir DNA > 56 bp) erméglicht es
im relevanten Konzentrationsbereich, die Beladung der Nukleins4uren mit TmHU sehr schnell und effizient durchzufiih-
ren. Eine derartige kooperative Bindung ist fiir das vorbeschriebene Sac7 nicht gegeben.

Weitere signifikante Unterschiede bestehen im Fehlen von absorbierenden Gruppen bei TmHU im UV-Bereich von
260 bis 300 nm. Dies ermoglicht eine einfache Durchfiihrung spektroskopischer Charakterisierungen beziiglich Konta-
mination durch Proteine oder Nukleinsduren bzw. eine spektroskopische Analytik der an TmHU gebundenen Nuklein-
sduren. Sac7 absorbiert dagegen wie die meisten anderen Proteine in diesem Spektralbereich,

Als vorteilhaft hat sich erwiesen, daff sich das histondhnliche Protein in sehr hoher Ausbeute rekombinant im Bakte-
rium Escherichia coli herstellen und einfach sowie kostenglinstig auf bekannte Art und Weise in reiner Form isolieren
148t (20 mg TmHU aus 1 g E. coli-Zellmasse). Der hyperthermophile Ursprung macht beispielsweise eine Aufarbeitung
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und Lagerung des Proteins unter Tieftemperatur-Bedingungen iiberfliissig. Dartiber hinaus geschieht der primére Schritt
der Reinigung, die Trennung des HU-Proteins von der Masse der Escherichia coli-Wirtsproteine, durch eine einfache
Hitzeféllung, bei der das thermostabile HU-Protein in L&sung bleibt.

Beispiele
1) Klonierung, rekombinante Expression in Escherichia coli und Reinigung des Proteins HU von Thermotoga maritima

Nach dem Stand der Technik ist die heterologe Expression einer klonierten DNA-Sequenz in einer prokaryontischen
Wirtszelle bekannt. Durch Durchfiihren der Polymerase- Kettenreaktion (PCR) mit den Oligonukleotid-Primern TmHU-
N (§-GGG GGT CAT ATG AAC AAA AAA GAA CTG ATC GAC AGG GTG G-3") und TmHU-C (5-TTC CGG ATC
CCT ATC ACT TGA CCTTCT CTT TGA GGG C-3") auf genomische DNA aus dem Organismus Thermotoga maritima
kann ein 300 bp-Fragment amplifiziert und mit Standardtechniken (siehe dazu Sambrook et al., Molecular Cloning. A
Laboratory Manual (1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press) in den prokaryontischen Expressionsvektor pET11a
(Fa. Novagen) einkloniert werden, Nach Transformation des Plasmids in E. coli-Zellen des Stammes BL.21 (DE3) (Fa.
Novagen) und Selektion auf ampicillinresistenten LB-Agarplatten wird eine Vorkultur von LB-Medium, das 100 pg/ml
Ampicillin enthélt, mit einer einzelnen Kolonie angeimpft und tiber Nacht bei 37°C geschiittelt. Diese Vorkultur wird im
Verhiltnis 1 : 100 in die Hauptkultur, bestehend aus dem gleichen Medium, verdiinnt. Die Hauptkultur wird bei 37°C im
Schiittelschrank inkubiert, bis die Absorption der Bakteriensuspension bei einer Wellenldnge von 600 nm den Wert 1.0
erreicht. Die Expression des Thermotoga maritima HU-Gens (TmHU) wird durch Zugabe von 1 mM Isopropylthioga-
lactosid (IPTG) induziert.

Nach einer weiteren Wachstumszeit von eineinhalb Stunden werden die Zellen durch Zentrifugation (6000 g, 15 min,
4°C) abgetrennt, in einem Resuspensionspuffer (50 mM Natriumphosphat, pH 7.5, 300 mM Natriumchlorid, 5 mM
EDTA, 1 mM PMSF) aufgenommen und anschliefend durch Hochdruckhomogenisierung aufgeschlossen. TmHU bleibt
dabei zum groBten Teil im 16slichen Uberstand des Zellaufschlusses. Nach Zugabe von Benzonase (Fa. Merck) wird der
ZellaufschluB fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, um DNA und RNA enzymatisch abzubauen.

Nach Zentrifugation zur Trennung der 16slichen von den unléslichen Bestandteilen (50000 g, 1 h, 4°C) wird der Uber-
stand fiir 20 min auf 80°C erhitzt. Dabei wird der groBite Teil der Wirtsproteine denaturiert und fillt als unldsliches Pré-
zipititat aus. Das thermostabile Protein TmHU liegt nach erneuter Zentrifugation bei 50000 g in angereichter Form im
Uberstand vor.

Im nachfolgenden Reinigungsschritt wird dieser Uberstand durch eine Kationenaustauschchromatographie mit einer
Sdule vom Typ Poros HS (Fa. Perseptive Biosystems) aufgereinigt. Unter den Bedingungen des Resuspensionspuffers
bindet TmHU an die Kationentauschersiule. Nach Anlegen eines linearen Salzgradienten von 0.3 bis 2.0 M NaCl kann
TmHU von den restlichen, noch verbliebenen Verunreinigungen chromatographisch separiert werden. Fig. 1 zeigt die
Effizienz der einzelnen Reinigungsschritte mit Hilfe eines 18%igen SDS-Polyacrylamidgels.

Durch das hier dargestellte Verfahren kann das unter Nativbedingungen als Dimer vorliegende TmHU in spektrosko-
pisch reiner Form mit einer Ausbeute von etwa 20 mg je Liter E. coli-Kultur gewonnen werden.

2) Nachweis der DNA-bindenden Figenschaften von TmHU

Fin 60 bp-DNA-Fragment wird iiber 2 Primer, von denen einer biotinyliert ist, mit PCR-Technik amplifiziert und die
entstehende doppelstringige DNA an einem Streptavidin-Chip immobilisiert. Mittels Oberfldchen-Plasmonresonanz
(SPR), bestimmt durch ein BIACore-Gerit (Fa. Biacore AB), kann die Bindung von TmHU an die immobilisierte DNA
vermessen werden. Dabei wird TmHU in verschiedenen Konzentrationen in einem Puffer, der 50 mM Natriumphosphat,
pH 7.5, und 100 mM Natriumchlorid enthilt, in die FluBzelle des DNA-Chips injiziert und das SPR-Signal aufgezeich-
net. Die Plateaus der Signale sind direkt proportional zur gebundenen Menge an TmHU. Eine Auftragung des SPR-Si-
gnals gegen die Konzentration des nicht-gebundenen TmHU ergibt eine sigmoide Kurve (Fig. 2), die charakteristisch fiir
eine kooperative Bindung ist. Der Ubergangsmittelpunkt dieser Kurve, das ist definitionsgemB die Dissoziationskon-
stante Kp, liegt dabei bei einer TmHU-Dimerkonzentration von 75 nM.

3) Schutz eines synthetischen DNA-Fragmentes vor thermisch induziertem Aufschmelzen

Bei den nachfolgend beschriebenen Schmelzversuchen wird stets synthetische DNA, Poly-dAdT (Fa. Sigma), ver-
wendet. Jeweils 12 pg dieser DNA wird mit 0, 13,26 und 50 ug TmHU in insgesamt 600 ul Puffer (10 mM Tris-HCI, pH
8.5) gelost und tiber Nacht gegen einen Puffer dialysiert, der 5 mM Natriumcacodylat, pH 7.0, und 0.2 mM EDTA ent-
halt.

Das thermische Aufschmelzen der doppelstringigen DNA wird durch Messung der Absorption bei einer Wellenlénge
von 260 nm verfolgt; dabei nimmt im Verlauf des Aufschmelzens die Absorption zu. Die jeweilige Probe wird in einem
UV-VIS-Spektrometer mit kontrollierbarem Peltier-Thermoelement im Temperaturbereich zwischen 10 und 90°C aufge-
heizt (Heizrate 0.5°C/min). Die so erhaltenen Schmelzkurven werden nach dem iiblichen Normalisierungsverfahren aus-
gewertet. Fig. 3 zeigt normalisierte Schmelzkurven bei steigender Konzentration an TmHU. Erkennbar ist jeweils (i) ein
thermischer Ubergang bei 31°C, der das Aufschmelzen ungeschiitzter Doppelstrang-DNA reprisentiert; sowie (ii) ein
thermischer Ubergang bei 78°C, dessen Amplitude mit der eingesetzten TmHU-Konzentration korreliert ist. Bei diesem
zweiten Ubergang handelt es sich somit um das Aufschmelzen von Doppelstrang-DNA, die durch TmHU geschiitzt ist.

Das Beispiel zeigt, daB nach Zugabe von TmHU zu doppelstrangiger DNA diese erheblich gegen thermisches Auf-
schmelzen stabilisiert werden kann; im angegebenen Beispiel wird eine thermische Stabilisierung von 47°C erreicht.
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Sequenzprotokolle

Kodierende Gensequenz von TmHU:

ATGAACAAAA AAGAACTGAT CGACAGGGTG GCGAAGAAAG CAGGTGCGAA
GAAAAAGGAT GTAAAATTGA TTCTCGACAC CATCCTTGAA ACGATCACAG
AAGCTCTCGC AAAGGGTGAA AAGGTTCAGA TCGTTGGATT CGGAAGCTTC
GAAGTGAGGA AGGCCGCTGC AAGAAAAGGC GTGAATCCTC AGACAAGAAA
ACCCATCACC ATTCCCGAAA GAAAGGTCCC GAAGTTCAAA CCCGGAAAAG
CCCTCAAAGA GAAGGTCAAG ’

Aminosauresequenz von TmHU:
MNKKELIDRV AKKAGAKKKD VKLILDTILE TITEALAKGE KVQIVGFGSF
EVRKAAARKG VNPQTRKPIT IPERKVPKFK PGKALKEKVK

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Stabilisierung von doppelstringigen Nukleinsduren, dadurch gekennzeichnet, dafl doppelstrin-
gige Nukleinsduren mit unspezifisch oder spezifisch bindendem HU-Protein der Aminosduresequenz MNKKE-
LIDRV AKKAGAKKKD VKLILDTILE TITEALAKGE KVQIVGFGSF EVRKAAARKG VNPQTRKPIT
IPERKVPKFK PGKALKEKVK inkubiert werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf} das Protein mit der doppelstringigen Nukleinséure in
direkte Wechselwirkungen tritt.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf§ das Protein rekombinant exprimiert wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dal die Doppelstringigkeit von DNA stabilisiert
wird.

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafl die Doppelstringigkeit von RNA stabilisiert
wird.

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daf ein doppelstringiges Hybrid aus RNA und DNA
stabilisiert wird.

7. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dal ein synthetisches Nukleinsdureanalogon wie
PNA (Peptide Nucleic Acid) stabilisiert wird.

8. Verfahren nach Anspruch 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB intramolekulare Basenpaarungen einer Einzel-
strang-Nukleinséure stabilisiert werden.

9. Verfahren zur Stabilisierung von doppelstringigen Nukleinsduren, dadurch gekennzeichnet, daB8 bei thermisch
oder physikochemisch aufgeschmolzenen Nukleinsiuren nach Zugabe des Proteins gema Anspruch 1 die doppel-
strangige Basenpaarung wiederhergestellt und stabilisiert wird.

Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen
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Fig. 1: Reinigung von TmHU nach rekombinanter Expression in Escherichia coli. Bahn 1,
Zell-Rohextrakt; Bahn 2, Uberstand nach Hitzefillung und Zentrifugation; Bahn 3, Moleku-
larmassenstandard; Bahn 4, Eluat des Kationentauschers (gereinigtes TmHU-Protein).
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Fig. 2: Bindung von TmHU an ein DNA-Fragment. Gezeigt ist die relative Belegung des im-
mobilisierten DNA-Fragmentes in Abh#ngigkeit von der Konzentration an nicht-gebundenem

TmHU-Dimer.
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Fig. 3: Schmelzkurven von doppelstriangiger DNA, sowie Schutz der DNA vor dem Auf-
schmelzen nach Zugabe von steigenden Mengen von TmHU. (@), 0 pg TmHU pro 12 ug

DNA; (W), 13 ng TmHU pro 12 pg DNA; (¢), 26 pg TmHU pro 12 pug DNA; (0) 50 ug
TmHU pro 12 pg DNA.
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