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Patentanspriiche:

1. Verfahren zum Nachweis von Biomolekiilen durch markierte molekulare Sonden, gekennzeichnet
dadurch, daR in Lsung befindliche oder in Gelen enthaltene oder an eine feste Phase | gebundene
Biomolekiile von einer Aminoglucosid-Phosphotransferase-gskoppelten Sonde erkannt werden,
die an die molekulare Sonde gekoppelte oder abgespaltete Aminoglucosid-Phosphotransferase
mit dem Substrat in Anwesenheit eines Cosubstrates zur Reaktion gebracht wird und das
phosphorylierte Substratan einer festen Phase |l oder lll nachgewiesen wird, wobei das Verfahren
in folgenden wesentlichen Schritten durchgefiihrt wird:

a) Erkennungsschritt, in dem die durch eine gekoppeite Aminoglucosid-Phosphotransferase
imarkierte molekulare Sonde an das in Lésung befindliche oder im Gel enthaltene oder an eine
feste Phase | gebundene Biomolekiil mit dafiir spezifischer Affinitat angelagert wird;

b) Waschschritt, in dem (iberschiissige markierte molekulare Sonde ausgewaschen und/oder
abgetrennt wird;

¢) Enzymreaktionsschritt, in dem die Phosphorylierung des Substrates durch Reaktion der
Aminoglucosid-Phosphotransferase mit dem Substratin Anwesenheit eines Cosubstrates
durchgefihrt wird;

d) Trennschritt, in dem nicht umgesetztes Cosubstrat und ggf. Substrat ausgewaschen oder
abgetrennt wird;

e) Auswertungsschritt, in dem das phosphorylierte Substrat an einer festen Phase Il oder |l
gemaessen oder durch spezieile Nachweisverfahren nachgewiesen wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, da
— im Erkennungsschritt a) Biomoiekile in Gelen oder anderen Trenn- und Trdgermaterialien

aufgetrennt werden und die die Biomolekile enthaltenden Gele oder Trenn- und
Tragermaterialien mit einer die Aminoglucosid-Phosphotransferase gekoppelte molekulare
Sonde enthaltenden Lésung in Kontakt gebracht werden, wobei Biomolekiil und markierte
molekulare Sonde zu einem Komplex aus Biomolekil und enzymgekoppelter Sondeim Gel oder
in den Trenn- und Trdgermaterialien umgesetzt werden;

— imWaschschritt b) die iberschiissige markierte molekulare Sonde aus dem Gel oder Trenn-und
Tragermaterial ausgewaschen wird;

— im Enzymreaktionsschritt ¢) zur Phosphorylierung des Substrates das Ge! oder Trenn- und
Tragermaterial mit einern zweiten Gel oder Trenn-und Tragermaterial, das das Substrat und das
Cosubstrat enthilt, in Kontakt gebracht wird;

— im Trennschritt d) das zweite Gel oder Trenn- und Tragermaterial mit dem phosphorylierten
Substrat mit einer festen Phase lll in Kontakt gebracht und das phosphorylierte Substrat selektiv
an ihr gebunden wird und nach Waschschritten

~ im Auswertungsschritt e; das phosphorylierte Substrat auf der festen Phase lll durch Messung
der Radioaktivitat oder durch Autoradiographie nachgewiesen wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2, gekennzeichnetdadurch, dal nach den Schritten a und b das Gel oder
Trenn- und Tragermaterial, das den Komplex aus Biomolekiil und durch
Aminoglucosid-Phosphotransferase markierter molekularer Sonde enthélt. mit einer festen
Phase II, an die ein Substrat gebunden ist, in Gegenwart eines Cosubstrates in Kontakt gebracht
und das phosphorylierte Substrat auf der festen Phase Il nachgewiesen wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daf3
- sich im Erkennungsschritt a) Biomolekll und durch eine gekoppelte

Aminoglucosid-Phosphotransferase markierte molekulare Sonde in Lésung befinden und dort
aneinander angelagert werden;

- im Waschschritt b} iberschiissige markierte molekulare Sonde abgetrennt wird;

— im Enzymreaktionsschritt ¢) die Aminoglucosid-Phosphotransferase des Komplexes aus
Biomolekiil und markierter molekularer Sc.xde in Lésung mit dem Substratin Gegenwart des
Cosubstrates zur Reaktion gebracht wird;

— im Trennschritt d) nicht umgesetztes Cosubstrat und ggf. Substrat abgetrennt wird;

~ irn Auswertungsschritt e) die Aktivitat des pho. ‘horylierten Substrates gemessen wird.
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Verfahren nach Anspruch 1 und 4, gekennzeichnet dadurch, daR

- im Trennschritt d) die Abtrennung des phosphorylierten Substrates vom tiberschiissigen
Cosubstrat durch eine das Substrat selektiv bindende feste Phase Iil durchgefihrt wird und

- im Auswerteschritt die Aktivitit des phosphorylierten Substrates gemessen oder
autoradiographisch bestimmt wird.

. Verfahren nach Anspruch 4 und 5, gekennzeichnet dadurch, daR die Biomolekiile vor dem

Erkennungsschritta) in Gelen oder anderen Trenn- und Tragermaterialien aufgetrennt und danach
der Erkennungsschritt a) in Lésung durchgefiihrt wird.

. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daR

- im Erkennungsschritt a) die durch eine gekoppelte Aminoglucosid-Phosphotransferase
markierte molekulare Sonde an das an eine feste Phase | gebundene Biomolekiil angelagert
wird;

~ im Waschschritt b) tberschissige markierte molekulare Sonde ausgewaschen und/oder
abgsetrennt wird;

— im Enzymreaktionsschritt c) die Aminoglucosid-Phosphotransferase des an die feste Phase |
gebundenen Komplexes aus Biomolekiil und markierter molekularer Sonde mit in Lésung
befindlichem Substrat und Cosubstrat zur Reaktion gebracht wird;

- im Trennschritt d) nicht umgesetztes Cosubstrat und ggf. Substrat abgetrennt und
phsophoryliertes Substrat ggf. an aine feste Phase lll gebunden wird;

- im Auswertungsschritt e) die Aktivitit des phosphorylierten Substrates in losung oder an giner
festen Phase Il gemessen oder autoradiographisch bestimmt wird.

. Verfahren nach Anspruch 7, gekennzeichnet dadurch, daR die feste Phase | mit daran

gebundenem Biomolekil und an dieses angelagertsr markierter molekularer Sonde nach den
Schritten a) und b) im Enzymreaktionsschritt ¢) mit einem Gel oder anderem Trenn- und
Tragermaterial, in dem sich das Substrat und das Cosubstrat befinden, {iberschichtet wird und .
anschlieRend im Trennschritt d) das phosphorylierte Substrat aus dem Gel oder anderem Trenn-
und Trégermaterial auf eine feste Phase lll Gbertragen und im Nachweisschritt e) dort
nachgewiesen wird.

. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daR

- im Erkennungsschritt a) die durch eine gekoppelte Aminoglucosid-Phosphotransferase
markierte molekulare Sonde an das an eine feste Phase | gebundene Biomolekiil angelagert
wird;

- im Waschschritt b) (iberschlissige markierte molekulare Sonde ausgewaschen und/oder
abgetrennt wird;

— im Enzymreaktionsschritt ¢} die Aminoglucosid-Phosphotransferase des an die feste Phase |
gebundsnen Komplexes aus Biomolekiil und markiarter molekularer Sonde mit einem an eine
feste Phase Il gebundenen Substrat in Gegenwart eines sich in L&sung befindlichen
Cosubstrates zur Reaktion gebracht wird;

— im Trennschritt d) Gberschiissiges Cosubstrat ausgewaschen oder abgetrennt wird; und

- im Auswertungsschritt e) die Aktivitat des phosphorylierten Substrates an der festen Phase li
gemessen oder autoradiographisch bestimmt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, gekennzeichnet dadurch, daR im Erkennungsschritt a) das

Biomolekdl in einem oder mehreren Erkennungssystemen und in einer oder mehreren

Reaktionsstufen zunachst von einem oder mehreren Mclektilen mit spezifischer Affinitat erkannt

oder mit einem oder mehreren Molekiilen umgesetzt wird und die mit einer

Aminoglucosid-Phosphotransferase gekoppelte molekulare Sonde mit mindestens einem diaser

Molekile zur Reaktion gebracht wird.

Verfahren nach Anspruch 1bis 10, gekennzeichnet dadurch, daB als molekulare Sonde, die an eine

Aminoglucosid-Phosphotransferase gekoppelt ist, ein mono- oder polyklonaler Antikérper, ein

An.iserum, ein Protein, ein Peptid, eine einstrangige, doppelstrangige oder partiell

doppelstrangige DNS oder ein Fragment davon, ein Oligodesoxyribonucleotid, eine RNS oder ein

Fragment davon, ein Oligoribonucleotid, ein Protein mit spezifischer Affinitdt zu einem anderen

Biomolekdl, Streptavidin, Avidin, eine chemische Verbindurg mit Affinitat zu einem Biomolekiil

oder Biotin eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 11, gekennzeichnet dadurch, daf als

Aminoglucosid-Phosphotransferase Neomycin-Phosphotransferase | oder Il eingesetzt wird.



-3- 281419

13. Verfahren nach Anspruch 1und 7 bis 9, gekennzeichnet dadurch, daR als feste Phase | ein kovalent
bindender, ionisch bindender oder tiber elektrostatische Wechselwirkungen bindender Trager
eingesetzt wird,

14, Verfahren nach Anspruch 13, gekennzeichnet dadurch, daR als Tréger Nitrocellulose,
Polyvinylidenfluorid, Polyamid, geladenes Polyamid, Diazobenzyloxymethylceliulose,
Diethylaminoethylcellulose, Cyanurchlorid-aktivierte Cellulose, aktiviertes Polystyren oder
chemisch aktiviertes Glas eingesetzt wird.

16. Verfahren nach Anspruch 13 und 14, gekennzeichnet dadurch, daB die feste Phase | in Form eines
Flachenmaterials eingesetzt wird.

16. Verfahren nach Anspruch 1,3 und 9, gekennzeichnet dadurch, daf als feste Phase Il ein negativ
ionisch geladener Trager oder ein kovalent bindender Trager eingesetzt wird.

17. Verfahren nach Anspruch 16, gekennzeichnet dadurch, daB als negativ ionisch geladener Trager
Phosphorcellulose, Carboxymethylcellulose oder durch Cyanurchlorid und eine Verbindung, die
eine Aminogruppe und eine Carbonséure-, Phosphorséure- oder Sulfonséuregruppe aufweist,
madifizierte Cellulose eingesetzt wird.

18. Verfahren nach Anspruch 16 und 17, gekennzeichnetdadurch, daR die feste Phase llin Form eines
Flachenmaterials eingesetzt wird.

19. Verfahrennach Anspruch 1,2, 5,7 und 8, gekennzeichnet dadurch, daR als selektiv bindende feste
Phase Il ein negativ ionisch geladener Tréger eingesetzt wird,

20. Verfahren nach Anspruch 19, gekennzeichnet dadurch, daf} als negativ ionisch geladener Trager
Phosphorcellulose, Carboxymethylcellulose oder durck Cyanurchlorid und eine Verbindung, die
gine Aminogruppe und eine Carbonséure-, Phosphorséure- oder Sulfonséuregruppe aufweist,
modifizierte Cellulose eingesetzt wird.

21. Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, gekennzeichnet dadurch, daf als Substrat ein
Aminoglucosid-Antibiotikum eingesetzt wird.

22. Verfahren nach Anspruch 21, gekennzeichnet dadurch, da® als Substrat Kanamycin oder
Neomyecin eingesetzt wird.

23. Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, gekennzeichnet dadurch, daB als Cosubstrat
Adenosintriphosphat (ATP) und/oder 32P-gamma-ATP eingesetzt wird.

24. Verfahren nach Anspruch 7 bis 10, gekennzeichnet dadurch, daR die Biomolekiile auf die feste
Phase | durch Tiipfeln oder nach Auftrennungin Gelen oder anderen Trenn- und Trégermaterialien
durch Blotting-Verfahren aufgebracht werden.

25. Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, gekennzeichnet dadurch, daR der Enzymreaktionsschritt c) mit
der an die molekulare Sonde gekoppelten Aminoglucosid-Phosphotransferase oder mit der
abgespalteten Aminoglucosid-Phosphotransferass durchgefihrt wird.

26. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daB als
Aminoglucosid-Phosphotransferase-gekoppeite molekulare Sonde ein gentechnisch hergestelltes
Fusionsprotein eingesetzt wird.

Anwendungsgebist der Efindung

Diese Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Biomolekilen durch eine Enzymreaktion, die vor allem in der
Molekularbiologie, in der Medizin, Biologie, Genetik, Phytopathologie, Gentechnologie und in der Landwirtschaft angewendet
werden kann.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Nachweisverfakren von Biomolekilen mit enzymgekoppelten molekularen Sonden sind bekannt. Dabei wurden sowoh!
immunreaktive Sonden (siehe z.B. Immunoenzymatic Techriques, Hrsg. S. Avrameas et al., Elsavier Science Publishers, 1983),
Hybridisationssonden (siehe z.B. M.Nanz, Chr.Kurz, Nucl. Acids Research [1984] 12, A.3435-3444) als auch Sonden mit
spezifischer Affinitat zu anderen Biomolzkiilen an Er zyme gekopppelt. Als Kopplungsenzyme wurden vorv.iegend alkalische
Phosphatase, Galactosidase, Glucoamylase, Glucoseoxidase, Glucoronidase, Lactatdehydrogenase, Lac'cperoxidase,
Peroxidase, Ribonuclease und Tyrosinase mit iiblichen Vernetzungsieagenzien an molekulare Sonden gexnppelt {S. Avrameas,
T.Ternynck, J.L. Guesdon, Scand. J. Immunol. [1978), S.7-23). Der prinzipielle Ablauf eines solchen Nachweisverfahrens wird
2.B. van R.H. Yolken in Immunoenzymatic Tequices, loc. cit, S. 274, fiir die Bestimmung eines Antigens (immunologischer
Nachweis) erldutert:
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. Der gegen ein zu bestimmendes Antigan gerichtete Antikérper 1 wird an der Wand einer Mikrotiterplatte fixiert;

2. Das Testmaterial wird zugegeben, vorhandenes Antigen wird durch den Antikérper gebunden;

3. Nach Waschschritten wird ein enzymgekoppeltar Antikérper 2 zugegeben. Dieser reagiert mitdem an den Antikérper 1
gebundenen Antigen;

4. NachWaschschritten wird ein Substrat zugesetzt, Das an die Wand der Mikrotiterplatte fixierte Enzym (AK, 1 - Antigen— AK 2
- Enzym) wandelt das Substrat in eine sichtbare Form um. Die in der Lésung meRbare Farbintensitat ist proportional zur
Menge des Antigens im Testmaterial.

Hierbei wird mit6slichen farbigen Reaktionsprodukten gearbeitet. Durch die Auswahl der bisher verwendeten Enzyme

(vorwiegend Peroxidase und alkalische Phosphatase) muBten Uberwiegend Farbreaktionen zur Auswertung genutzt werden, die

eine geringe Nachweisempfindlichkeit aufweisen.

Durch die Eigenschaften der verwendeten Enzyme bedingt, kénnen an diese Sonden direkt gekoppelte Enzyme nicht unter

Extrembedingungen eingesetzt werden (z.B. Hybridisationsbedingungen, bei hoher Temperatur orier in Gegenwart von

Detergentien).

Bei Nachwaisreaktionen von Biomolekiilen, bei denen das Biomolekiil auf einer festen Phase fixiert ist, wurde bisher der

Nachweis immer auf der gleichen festen Phase durchgefiihrt, auf der sich das Zielmolekiil befindet {2.B. Nachweis eines Antigens

nach Blotting aus einem Polyacrylamid-Gel auf Nitrocellulose mittels eines Peroxidase-gekoppelten Antikdrpers).

Bei die:iem Nachweis wird das Antigen nach der Polyacrylamid-Gelelektrophorese zuniichst auf ein flachiges Trigermaterial

tibertrayen und dort fixiert, Das Triigermaterial, auf dem sich das Antigen befindet, wird danach mit einem enzymgekoppelten

Antikorper inkubiert, der sich dabei an das Antigen bindet. Nach Waschschritten, in denen iiberschiissiger enzymgekoppeiter

Antikdrper ausgewaschen wird, wird ein I6sliches Substrat, z. B. Diaminobenzidin oder 4-Chlornaphthol, in Anwesenheit von

Wasserstoffperoxid zugesetzt. Die Peroxidase wandelt die Substrate in wasserunidsliche, farbige Verbindungen

(Diaminobenzidin: braun, 4-Chlornaphthol: violett) um, die an den Stellen, an denen sich der Antigen-Antikorper-Peroxidase-

Komplex befindet, auf dem Triger ausfallen und dadurch die Position eines Antigens innerhalb eings aufgetrennten

Proteingemisches auf dem Trigermaterial markieren. Hierbei wird das Antigen auf dem gleichen Tragermaterial, auf dem es

fixiert ist, farbig markiert. Eine Wiederverwaadung solcher Blots nach der enzymatischen Nachweisreaktion mittels Farbstoffen

istschwar mdglich, da die gebundenen Farbstoffmolekiile meist Nebenreaktionen eingehen und damitzu Untergrundproblemen
in Nachfolgeschritten finren.

Die Empfindlichkeit der Nachweisverfahren mittels Farbreaktionen ist stets geringer als die radioaktiver Nachweisverfahren,

Prinzipiell &hnlich verlduft bisher der Nachweis von spazifischen Nuclsinsduresequenzen mittels enzymgekoppelter

Hybridisationssonden. Speziell auf diesem Gebiet werden z.B. zum Nachweis einzelner Gene aus minimalen DNS-Mengen .

empfindlichere Methoden des Nachweises benétigt.

—_

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung it es, sin Nachwsisverfahren fiir Biomolekiile mit erhéhter Empfindlichkeit zur Verfiigung zu stellen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Aurgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zum Nachweis von Biomolekilen mittels durch Enzyme markierter molekularer

Sonden zur Verfiigung zu stellen.

Das erfindungsgemaRe Verfahren zum Nazhweis von Biomolekiilen durch markierte molekulare Sonden ist dadurch

gekennzeichnet, daR in Lésung befindiiche ader in Gelen enthaltene oder an eine feste Phase | gebundene Biomolekiils von einer

Aminoglucosid-Phosphotransferase-gekoppelten molekularen Sonde erkannt werden, die an die molekulare Sonde gekoppelte

oder abgespaltene Aminoglucosid-Phosphotransferase mit dem Substrat in Gegenwart eines Cosubstrates zur Reaktion

gebracht wird und das phosphorylierte Substrat an einer festen Phase Il oder Il nachgewiesen wird, wobei das Verfahren in
folgenden wesentlichen Schritten durchgefiihrt wird:

a) Erkennungsschritt, in dem die durch eine gekoppelte Aminoglucosid-Phosphotransferase markisrte molekulare Sonde an
das in Lasung befindliche oder im Gel enthaltene oder an eine feste Phase | gebundene Biomolekil mit dafiir spezifischer
Affinitat angelagert wird;

b) Waschschritt, in dem {iberschiissige markierte molekulare Sonde ausgewaschen und/oder abgetrennt wird;

¢} Enzymreaktionsschritt,in dem die Phosphorylierung des Substrates durch Reaktion der Aminoglucasid-Phosphotransferase
mit dem Substratin Anwesenheit eines Cosubstrates durchgefthrt wird;

d) Trennschritt, in dem nicht umgesetztes Cosubstrat und ggf. Substrat ausgewaschen oder abgetrennt wird;

e) Auswerturgsschiitt, in dem das phosphorylierte Substrat an einer festen Phase Il oder Ill gemessen oder durch spezielle
Nachweisverfahren nachgewiesen wird.

Aminoglucosid-Phosphotransferasen sind Enzyme, die unter Abspaltung eines Phusphatrestes vom Adenosintrichosphat (ATP)

diesen Phosphatrest auf ein phosphorylierbares Substrat Ubertragen. Das Substrat kann in Lésung vorliegen, in Tragern

eingeschlossen sein oder an eine feste Phase gekoppelt sein. Das ATP wirkt bei dieser Reaktion als Cosubstrat.

Wenn an Stelle des ATP durch *P markiertes ATP {*2P-gamma-ATP) verwendet wird, wird durch die

Aminoglucosid-Phosphotransferase *2P-markicrtes Phosphat auf das Substrat Gibertragen. Das an die molekulare Sonde

gekoppelte Enzym fihrt diese Reaktion nicht nur einmal aus, sondern sclange folgende drei Bedingungen erfillt sind:

- Vorhandensein von Substrat,

~ Vorhandensein von Cosubstrat (d.h. ATP bzw. *P-gamma-ATP),

- Sicharung der Bewegung des Enzyms an das Substrat.
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Fiir das erfindungsgem@Be Verfahren ist jedoch wesentlich, daB jedes Enzymmolekiil mehrere Phosphatreste auf mehrers

Substratmolekile iibertragt, so daB sich ein Verstarkungsfaktor von mindestens 10 ergibt, der meistens jedcch wesentlich hoher

ist. Durch dieses Verfahren wird in der Phass, in der sich das Substrat befindet, ein verstirktes Abbild der molekularen Sonde

produziert. Nach dem erfindungsgem#RBen Varfahren wird folglich der Nachweis nicht in der Phase gefiihrt, in der sich die

molekulare Sonde befindet, sondern in der, in der sich das Substrat befindet. Indem bei einer molekularen Sonde mehrers

Phacen mit Substrat in Gegenwart von Cosubstrat angeboten werden (beidseitig oder nachsinander), lassen sich von einem

nachzuweisenden Biomolekiil mehrere verstérkte Replikas herstellen. Vom urspringlichen Biomolekiil kann der Komplex aus

Sonde und Enzym nach iiblichen Verfahren wieder abgespalten werden und der Nachweis mit einer anderen, ggf. ebenfalls

durch eine Aminoglucosid-Phosphotransferase markierte molekulare Sonde wiederholt werden.

Unter den Transferasen nehmen die Aminoglucosid-Phosphotransferasen eine Sonderstellung ein, wie iiberraschend gezeigt

werden konnte:

- sie besitzen eine hohe Thermostabilitat; das Enzym behiilt seine Aktivitdt auch nach Erwérmen auf 100°C, so daB lange
Inkubationszeiten bei erhéhter Temperatur méglich sind;

- sieweisen eine gute Detergenzien-Stabilitit auf; das Enzym ist trotz Veranderung seiner Sekundarstruktur durch Detergenzien
noch enzymatisch aktiv;

— ihre spezifische Aktivitét ist sehr hach;

- sie sind leicht zugénglich und lassen sich aus Zellysaten von Mikroorganismen relativ leicht gewinnen.

Die Aminaglucosid-Phosphotransferasen erfiillen damit auf hewvorragende Weise die Anforderungen an ein Enzym, das an

andere Biomolekiile gekoppelt werden soll, wie sie von S. Avrameas in Bull. Soc. Chim. Biol. (1968) 50, S.1169ff., genannt

wurden. Sie kdnnen gentechnisch hergestellt werden, wie es z.B. B. Reiss, R. Sprengel, H.Will und H. Schaller in Gene (1984) 30,

S.211-218 beschrieben worden ist.

Auf Grund der vielféitigen Mdglichkeiten, wie malekulare Sonden an die Aminoglucosid-Phosphotransferasen gekoppelt

werden kdnnen, sind eine Reihe von Techniken zum Nachweis von Biomolekiilen méglich. Zunéchst einmal sind als molekulare

Sonden, die zur Kopplung geeigret sind, immunreaktive Sonden, Nucleinsduren, Proteine bzw. chemische Verbindungen mit

Affinitdt zu einem Biomolekiil einsetzbar. )

Zu denimmunreaktiven Sonden zdhlen monoklonale und polyklonale Antikérper, Antiseren, Proteine, insbesondere Protein A,

natirlich vorkommende oder synthetisch hergestelite Peptide. Als Nucleinsduren kénnen einstringige, doppelstringige oder

partiell doppelstrangige DNS oder Fragmente davon, Oligodesoxyribonucleotide, RNS oder Fragmente davon oder

Oligoribonucleotide verwendet werden. Proteine mit spezifischer Aktivitit z2u einam Biomolekil sind z. B. Avidin, Streptavidin,

Protamin, Gelatine, Fetuin, Pepstatin und viele Enzyme. SchlieBlich sind chemische Verbindungen mit Affinitét zu einem

Biomolekiil Biotin, m-Aminophenylborséure und Cibacron Blue F3GA.

Aminoglucosid-Phosphotransferasen sind vor allem dis Aminoglucosid-Neomycin-Phosphotransferase | und Il, die auch als

Kanamycin-Phosphotransferasen oder APH 6 bzw. APH 3" bezeichnet werden, Substrate fiir die

Aminoglucosid-Phosphotransferasen sind die Aminoglucosid-Antibiotika oder Aminocyclitol-Antibiotika (siehe dazu K. L.

Rinehardt, J.Infect. Diseases [1966] 119, 345-350). Als soiche kdnnen z.B. Neomycine, Kanamycine, Gentamycine und

Tobramycin genannt werden. Bevorzugt wird als Substrat Kanamycin oder Neomycin.

Das Cosubstratist markiertes oder nicht markiertes Adenosintriphosphat (ATP). Fiir den Nachweis wird (iblicherweise

3ip.gamma-ATP verwendet, das jedoch mit nicht markiertem ATP vermischt sein kann.

ErfindungsgemaB besteht das Verfahren zum Nachwaeis der Biomolekiile aus mehreren Verfahrensschritten, die unterschiedlich

ausgefihrt werden kdnnen. Dabei hangt die jeweilige Ausfihrungsform von der Art des Biomolekiils, von seiner Form, seiner Art

der Bindung ggf. an einen Trager, von der Art der Bindung des Substrates usw., ab.

Die nachzuweisenden Biomolekiile kénnen in Losung, in Gelen vor ader nach Trennoperationen, auf festen Tragern, durch

Tupfelverfahren auf feste Trager (ibertragen, nach Trennverfahren aus Gelen auf Flichentrdgern usw. vorliegen. Die Verfahren

der Trennung, der Ubertragung und der Fixierung von Biomolekiilen auf Trager sind dem Fachmann gut bekannt und werden

deshalb hier nicht weiter erldutert.

Nachdem die Biomolekiile in die nachzuweisende Form gebracht worden sind, werden folgende Schritte erfindungsgemag

durchgeflihrt;

a) Erkennungsschritt, in dem die durch eine gekoppelte Aminoglucosid-Phosphotransferase markierte molekulare Sonde an

das Biomolekd! mit dafir spezifischer Affinitat angelagert wird;
b) Waschschritt, in dem Gberschiissige markierte molekulare Sonde ausgewaschen oder abgetrennt wird;
¢] Enzymreaktionsschritt, in dem die an eine molekulare Sonde gekoppelte Aminoglucosid-Phosphotransferase mit dem
Substrat unter Beteiligung eines Cosubstrates reagiert;

d) Trennschritt, in dem nicht umgesetztes Cosubstrat und ggf. Substrat ausgewaschen bzw. abgetrennt wird;

e) Auswertungsschritt, in dem das phosphorylierte Substrat gemessen oder durch spezielle Nachweisverfahren nachgewiesen
wird.

Die Durchflihrung eines jedzn Schrittesist an bestimmte Parameter gebunden, die kombinierbar sind und daher eine Vielzah!

von Verfahrensvariantenzulassen. Innerhalb jeder Variante sind unterschiedliche Bedingungen fiir jeden Schritt mdglich, so daB

spezielle Reaktionsbedingungen nicht allgemein, sondern nur fiir ein bestimmtes Beispiel angegeben werden kénnen. Dazu sei

auf die zur Erlduterung der Erfindung angefiihrten Beispiele verwiesen.

Der Nachweis des phosphorylierten Substrates kann z.B. in Szintillationszihlern oder durch Autoradiographie erfolgen. Die

Autoradiographie wird besonders bei Flachentragern bevorzugt. Es sind jedoch auch andere Nachweisverfahren, z.8.

Abtastverfahren oder Luminiszenzverfahren, méglich.

Die Kopplung der Aminoglucosid-Phosphotransferase an die molekulare Sonde kann durch Bildung kovalenter Bindungen, z.B.

durchUmsetzung mit difunktionellen Reagenzien, durch Kondensation in Gegenwart von Kondensationsmitteln; durch ionische
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Bindungen, z. B. durch Umsetzung mit Polyelsktrolyten, Ampholyten oder Reagenzien, die mit beiden Molektilen ionische
Bindungen ausbilden kénnen; durch Bildung elektrostatischer Wechselwirkungen, 2.B, durch Modifizierung eines von beidan
Molekilan oder durch thre Umsetzung mit Tensiden; oder durch Verwendung natirlich vorkommender, synthetisch
hergestellter oder gentechnisch erzeugter Fusionsproteine aus einem Enzym und einem Protein als molekularer Sonds,
erfolgen,

Bevorzugte Ausfiihrungsformen des erfindungsgeméBen Verfahrens bestehen in Variationen in den einzelnen Schritten.
Beispiele dazu werden in den folgenden Varianten beschrieben:

AusfiGhrungsvariante 1

Biomolekiile werden in Gelen oder anderen Trenn- oder Tragermaterialien aufgetrennt.

a) Erksnnungsschritt: die die Biomolekiile enthaltenden Trennmaterialien werden mit einer Ldsung, die eine molekulare Sonde,
andie sine Aminoglucosid-Phasphotransferase gekoppeltist, in Kontakt gebracht, so daB Biomolekiil und Sonde aneinander
angelagart werden und so ein Komplex aus Biomoleki! und enzymgekoppelter Sonde im Gel hergestellt wird;

b} Waschschritt: Auswaschen (iberschiissiger markierter molekularer Sonde aus dem Gel;

c) Enzymreaktionsschritt: das Gel, das den Komplex aus Riomolekiil und enzymgekoppelter Sonde enthilt, wird mit einem
zweiten Gel, das das Substratund das Cosubstrat enthilt, in Kontakt gebracht, so daf unter diesen Bedingungen das Substrat
phosphoryliert wird; )

d} das zwaeite Gel, das das phosphorylierte Substrat enthilt, wird mit einer festen Phase Il in Kontakt gebracht, und das
phosphorylierte Substrat wird selektiv daran gebunden;

e) nach Waschschritten zur Entfernung Gberschiissigen Substrates und/oder Cosubstrates wird das phospharylierte Substrat
auf der festen Phase Ill durch Messung der Radioaktivitdt oder durch Autoradiograhie nachgewiesen.

in einer weiteren Variante der Ausfiihrungsvariante 1 wird der Schritt c), der Enzymreaktionsschritt, so ausgefiihrt, daR das Gel,

das den Komplex aus Biomolekiil und markierter molekularer Sonde enthalt, mit einer festen Phase ll, an die ein Substrat

gebundenist, in Gegenwart des Cosubstrates in Kontakt gebracht und das phospharylierte Substrat auf der festen Phase Il

nachgewiesen wird.

AusiGhrungsvariante 2 .

In dieser Variante befinden sich das Biomolekiil, ggf. in einem Gemisch mehrerer Biomolekdls, und die markierte molekulare

Sonde in Lésung.

a) Erkennungsschritt: eine molekulare Sonde, an die eine Aminoglucosid-Phosphotransferase gekoppelt ist, und das
nachzuweisends Biomolekiil befinden sich in Lésung und werden in Lsung aneinander angelagert;

b) Waschschritt: Gberschiissige markierte molekulare Sonde wird abgetrennt;

¢} Enzymreaktionsschritt: dis Aminoglucosid-Phosphotransferase, die an die molekulare Sonde gekoppelt und dieser Komplex
an das Biomolekiil angelagert ist, wird mit Substrat und Cosubstrat in Losurg umgesetzt;

d) Trennschritt: nicht umgesetztes Cosubstrat und ggf. Substrat werden abgetrennt;

e} Auswertungsschritt: die Aktivitat des phosphorylierten Substrates wird gemessen.

Ausfdhrungsvariante 3

Diese Variante stellt eini weitere Mdglichkeit dar, wenn Biomolekiil und markierte molekulfare Sonde in Losung vorliegen,

jedoch an einar festen Pnase nachgewiesen werden sollen.

a} Erkennunysschritt: das nachzuweisende Biomolekiil und die molekulare Sonde, an die eine Aminoglucosid-
Phosphotransferase gekoppelt ist, befinden sich in L6sung und werden dort miteinander umgasetat;

b) Waschschritt: Abtrennung von tberschiissiger markierter molekularer Sonde;

¢} Enzymreaktionsschritt: die Aminoglucosid-Phosphotransferase, die an die molekulare Sonde gekoppeltund dieser Komplex
an das Biomolek(!l angelagert ist, wird in Losung mit dem Substrat und dem Cosubstrat umgesetat;

d} Trennschritt: durch einen das Substrat selektiv bindenden Trager lll erfolgt die Abtrennung des phosphorylierten Substrates
vom iiberschiissigen Cosubstrat;

e) Auswertungsschritt: die Aktivitdt des phosphorylierten Substratec wird gemessen oder autoradiographisch bestimmt,

Ausfiahrungsvariante 4

Bei der Durchfihrung dieser erfindungsgemafien Verfahrensvariante befindet sich das Biomolekil an eine feste Phase, z.B.

einen Flachentréger oder eine Dispersion von Polymerteilchen, gebunden und reagiert nach der Anlagerung der markierten

molekularen Sonde in L6sung mit Substrat und Cosubstrar,

a} Erkennungsschritt: an das an eine teste Phase | gebundene Biomolekil wird die durch eine gekoppelte Aminoglucosid-
Phosphotransferase markierte molekulare Sonde angelagert;

b) Waschschritt: iberschiissige markierte molekulare Sonde wird ausgewaschen oder abgztrennt;

¢} Erzymreaktionsschritt: Reaktion des an eine feste Phase | gebundenen Komplexes aus Biomoleki! und markierter
moickularer Sonde mitin Losung befindlichem Substrat und Cosubstrat;

d) Trenr.schritt: nicht umgesetztes Cosubstrat und ggf. Substrat werden abgetrennt und phosphoryliertes Substrat ggf. an eine
feste Phase !t gebunden;
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) Auswertungsschritt: die Aktivitit des phosphorylierten Substrates witd in Losung oder ggf. an einer festen Phase il
gemessen oder autoradiographisch bestimmt.
Diese Verfahrensvariante liBt sich durch Abdnderung des Enzymreaktionsschrittes weiter verdndern, indem dieser so
durchgefithrt wird, daR dle feste Phase | mit daran gebundenem Biomolekiil und an diesem angelagerter markierter molekularer
Sonde mit einem Gel iibeischichtet wird, wobei sich im Gel Substrat und Cosubstrat befinden, so die Enzymreaktion
-durchgefiihrt ur.d anschlieBend aus dem Gel das phosphorylierte Substrat auf eine feste Phase Il iibertragen wird. Im Gel sind
Substrat und Cosubstrat zwar in L6sung, aber gleichsam in ,eingeschlossenem* Zustand {entrapped).

Verfahrensvariante 5

Diese Variante stellt ein neuartiges Sandwich-Verfahren dar, in dem sowohl Sonde als auch Substrat an eine feste Phase
gebunden sind und sich nur das Cosubstrat in Lésung bsfindet. Diese Anordnung ist besonders vorteilhaft, da durch die
Verwendung von zwei festen Phasen die Bindung der molekularen Sonde an das Biomolekiil, die Bindung des Substrates und die
Enzymreaktion unter ganz unterschiedlichen Reaktionsbedingungen durchgefihrt werden kénnen, die feste Phase mit
gebundenem Komplex aus Biomalekiil und markierter molekularer Sonde unveréndert erhalten bleibt, deshalb mehrmals
verwendet werden kann, oder die Sonde abyewaschen und ggf. durch andere ausgetauscht und so der Nachwaeis mit mehreren
Sonden durchgefihrt werden kann,
a) Erkennungsschritt: an eine fuste Phase | ist sin Biomoleki! gebunden und an dieses wird eine durch eine Aminoglucosid-
Phosphotransferase markierte molekulare Sonde angelagert;
b) Waschschritt; {iberschiissige markierte molekulare Sonde wird ausgewaschen und/oder abgetrennt;
¢) Enzymreaktionsschritt: die Aminoglucosid-Phosphotransferase des an die feste Phase | gebundenen Komplexes aus
Biomolekiil und markierter molekularer Sonde wird mit einem an eine feste Phase Il gebundenen Substratin Gegenwart eines
sich in Losung befindlichen Cosubstrates zur Reaktion gebracht;
d} Trennschritt: iberschiissiges Cosubstrat wird ausgewaschen oder abgetrennt;
e) Auswertungsschritt: die Aktivitat des phosphorylierten Substrates an der festen Phase Il wird gemessen oder
autoradiographisch bestimmt.
In allen Ve:fahrensvarianten ist es méglich, da im Erkennungsschritt die Reaktion von Biomolekiil und markierter molekularer
Sonde nicht direkt, sondern iber Zwischenstufen erfolgt. Das Biomolekiil kann z. B. zunéichst von einer Avidin- oder Streptavidin-
bzw. Biotin-gekoppelten Sonde erkannt werden und diese danach mit einer Biotin- bzw. Avidin- oder Streptavidin-gekoppelten
Aminoglucosid-Phosphotransferase umgesetzt werden. Dieses Prinzip 1281t sich verallgemeinern, dahingehend, daR im .
Erkennungsschritt das Biomolekilin einem oder mehreren Erkennungssystemen und in einer oder mehreren Reaktionsstufen
zunéchst von einem oder mehreren Molekiilen mit spezifischer Affinitit erkannt oder mit einem oder mehreren Molekiilen
umgesetzt wird und die mit einer Aminoglucosid-Phosphotransferase gekoppelte molekulare Sonde mit mindestens sinem
dieser Molekiile reagiart. Damit wird aine weitere Verstirkung erreicht, : ui.1al das Verfahren einmal oder mehrmals wiederhalt
werden kann.
SchlieBlichist es ebenfalls méglich, den Enzymreaktionsschritt nach dem Erkennungs- undWaschschritt so durchzufilhren, da
der Komplex aus Biomolekil und markierter molekularer Sonde an der Kopplungsstelle aus Aminoglucosid-Phosphotransferase
und molekularer Sonde wieder gespalten wird, d.h. daB die Kapplung mit Reagenzien erfolgt, die entweder selbst spaltbar sind
oder daB die Kopplung an mindestens einem der beiden Reaktionspartner reversibel ist. Das Enzym kann dannin Lésung oder
nach Bindung an eine andere feste Phase in Gegenwart des Cosubstrates das in Lésung befindliche oder an sine feste Phase
gekundene Substrat phosphorylieren.
Die zur Bindung der Biomolekiile, Sonden oder Substrate verwendeten Trager konnen in verschiedener Foim varliegen, z.B. als
Pulver, Granulate, Gele, Kugeln, Fasernund als Dispersion, Emulsion, Latex, Film, Saulenfiillung, Matrix, Vlies oder allgemeinals
Flachentréger ausgebildet sein. Das Material kdnnen natirliche oder kiinstliche Polymere oder deren Gemische sein. Die
Bindung erfolgt {iber kovalente Bindung, wenn die feste Phase durch entsprechende chemische Verbindungen, 2.B.
Cyanurchlorid oder Bromcyan, aktiviert wurde. Eine Bindung ist auch Gber ionische Bindungen oder elektrostatische
Wechse!wirkungen maglich.
Als feste Phase | sind deshalb Trégermaterialien geeignet, die nach allen drei Bindungsprinzipien zu binden vermégen. Beispiele
fir feste Phasen, die Uber elektrostatische, d. h. z. B. iiber hydrophobe, Dipol-Dipol- oder van der Waalssche Krifte,
Wechselwirkungen binden, sind u. a. Nitrocellulose oder Polyvinylidenfluorid. Beisgiele fir feste Phasen, die iiber ionische
Kréfte binden sind z.B. modifizierte, ionisch geladens Polyamide, insbesondere Nylonmembranen, dusch ionische Gruppen
substituierte Cellulose wie Diethylaminoethylcellulose und sulfoniertes Polystyren. Beispiele fiir kovalent bindende fes:e Phasen
sind Diazobenzyloxymethylcellulose, durch Cyanurchlorid aktivierte Cellulose, durch Bromeyan aktivierte Cellulose oder
aktiviertes Polystyren oder Glas. Verwendbar ist weiterhin chemisch aktiviertes Glas, das tiber ionische und/oder kovalente
Bindungen zu binden vermag. Besonders bevorzugt zur Durchfiihrung des erfindungsgemaRen Verfahrens werden
Flédchentrdger aus den oben beschriebenen Materialien.
Die feste Phase Il ist vor allem einionisch bindender Triger mit negativen Ladungen oder ein kovalent bindender Triger. Als
negativ ionisch geladene Trager werden vor allem Cellulosedeiivate bevorzugt, z.B. Phosphorcellulose,
Carboxymethylcellulose, durch Cyanurchiorid modifizierte Cellulose, die anschlieBend mit einer Verbindung, die mindestens
eine Aminogruppe und eine Carbonsaure-, Phosphorsiure- oder Sulfonsiuregruppe im Molekiil aufweist, uingesetzt wird, wie
es in der DD-WP 237.844 beschrieben ist. Als kovalent bindende Tréger sind die gleichen, wie sie fiir die feste Phase | benannt
wurden, geeignet. Besonders bevorzugt fiir das erfindungsgemaBe Verfahren wird die feste Phase Il in Form von
Flichenmaterialien.
Die selektiv bindende feste Phase lll ist ein negativ ionisch geladener Trager. Hier sind wiederum Cellulosederivate oder
sulfonierte Polystyrene oder durch Acrylate mit Carbonsauregruppen beschichtete Materialien geeignet. Bevorzugt werden
Phosphorcellulose, Carboxymethylcellulose oder Cellulosederivate nach DD-WP 237.844, die aus Celluloss durch Aktivierung
mit Cyanurchlorid und anschiieBender Umsetzung mit einer Verbindung, die mindestens eine Aminogruppe und mindestens
eine Carbonsdure-, Phosphorsaure- oder Sulfonsduregruppe im Molekil enthilt, hergestellt werden.
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Eine bevorzugte Variante zur Kopplung des Substrates an feste Phasen wird in der WP 264012 beschrieben.

Durch das erfindungsgemife Verfahren ist es méglich, Biomolekiile durch molskulare Sonden mit héherer Empfindlichkeit, als
bisher bekannt, nachzuwsisen. Daritber hinaus kann der Nachweis der Biomolekiile an einer zweiten, gstrennten feston Phase
durchgefiihrt werden, wodurch das Biomolekiil nicht geschidigt wird und damit wisderverwendbar bleibt. Zin solches indirektes
Nachweisverfahren bei Nachweisen in aer Genetik, beim Nachweis genstisch bedingter Krankheiten beim Menschen und von
Virusspaltprodukten hat groRe Bedautung, da der Nachweis mit mehreren Sonden gefiihrt werden kann, die biologischen
Molekiile durch schonende Inkubationen nicht geschadigt werden und schlieBlich ein Verstarkungsfaktor von mindestens 10
erreicht wird, der v, allgemeinen aber wesentlich gréBer ist. Das erfindungsgemé&Re Verfahren stellt ein neues Prinzip zum
Nachweis von Biomolekilen dar.

Verwendete Pufferldsungen:

PBS: 8gNaCl, 0,2g KH,PO,, 2,9g Na;HPO, - 12H,0, 0,2g KCl werden in Wasser geldst und auf 11 aufgefiillt, pH = 7,4

T8S: 9,15M NaCl, 50mM Tris-(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), pH = 7,4

GET: 2,5mM Tris/HCI, pH = 8,0, 5mM Glucose, 1mM Ethylendiamintetraessigsaure, Tetranatriumsalz (EDTA)

Lysepuffer: 125mM Tris/HCI, pH = 6,8, 2% Natriumdodecylsulfat {SDS}, 20% Glycerol, 10% B-Mercaptoathanol
Elutionspuffer: 20mM Tris/HCl, pH = 7,4, 10mM Dithiothraitol, 0,1% SDS

Losepuffer: in 100ml 20mM Tris/HCI, pH = 8,8, werden 48g Harnstoff geldst und dazu 1% Nonidet NP40 und 10% B-
Mercaptoethanol gegeben,

Enzympuffer: 20mM Tris/HCI pH 7,2, 125mM NH,CI, 20mM MgCl,, 10mM Dithiothr zitol

AusfGhrunysbeisylele

Belsple! 1

Kopplung von polyklonalem Antikdrper an Kanamycin-Phosphotransferase

1 ml Anti-Humanserumalbumin-Antiserum (Kanincher) mit 0,9% NaCl wird mit 19mg Benzachinon in 0,3ml Ethano 1 Stunde
bei Zimmertemperatur zur Reaktion gebracht. Danach wird Giberschiissiges Benzochinon mittels einer Sephadex G 25-Saule
abgetrennt und der Komplex Benzochinon-Antikérper fraktioniert. Die einzelnen Fraktionen werden in einem Immuntest gegen
Humanserumalbumin {HSA) gepriift. Die gesuchte Fraktion wird mit 1 mg Kanamycin-Phosphotransferase in 1mi 1M
Bicarbonat-Puffer {(pH-Wert = 9) Gber Nacht bei Zimmertemperatur im Dunkeln umgesetzt.

Das Reaktionsprodukt wird anschlieend iiber Nacht gegen 0,9% NaCl-Lésung dialysiert und so verwendet. Es kann nach der
Dialyse auch in Aliquots aufgeteilt und bei ~20°C gelagert werden. '
Beispiel 2

Immunologischer Nachwalis von HSA durch elnen Kanamycin-Phosphortransferase gnkoppelten Antikdrper

mit Nachwels des umgesetzten Substrates auf einer festen Phase lll

E£in Gemisch aus verschiedenen Markerprotsinen und HSA wurde in einem Polyacrylamid-Gel (PAA-Gsl) elektrophoretisch
aufgetrennt und auf Nitrocellulosefilter durch Elektrotransfer tibertragen (Blot). Dieser Blot wird mit einem Kanamycin-
Phosphotransferasegekoppelten Antikérper nach Beispiel 1in 78S (ddurch Tris-{hydroxymethyl)-aminomethan gepufferte
Kochsalzlosung ven 0,9%) und 1% Gelatine 4 Stunden bei Zimmertemperatur inkubiert (Verdinnung 1:500). Danach wird der
Blot mitdem angelagerten, an Enzym gekoppelten Antikérper 4mal 15 Minuten in TBS gewaschen und miteinem 1% Agarosegel
{im Reaktionspuffer hergestellt) mit 20mMoal Tris/HCl, pH = 7,2; 125mMol NH,CI, 1 mMol Dithioerythrol, 20mMol MgCl,,
2mMol Adenosintriphosphat (ATP), das 1 uCi gamma-?P-ATP/ml und 20pg/ml Kanaraycin enthilt, 30 Minuten bei 37°C
inkubiert.

Das Agarosegel wird anschlieBend auf Phosphorcellulose-Flachentriger aufgelegt und das Kanamyein auf die
Phosphorcellulose tibertragen (0,5kg/3 Stunden/Zimmertemperatur). Der Nachweis des mit 32p markierten Kanamycins erfolgt
durch Autoradiographie des Phosphorcellulose-Flachentrigers (2 Stunden, Zimmertemperatur).

Baispiel 3

Immunologischer Nachweis von HSA mittels eines Kanamycin-Phesphotransferase-markierten Antikérpers

auf eine feste Phasell

Humanserum wird in einem 1,5% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wird mit einem an Kanamycin-
Phosphotransferase gekoppetlien Antikdrper 1 Stunde bei Zimmertemperatur mit TBS mit 2% Rinderserumalbumin (BSA)
{Verdiinnung 1:500) inkubicrt und danach 1 Stunde mit TBS gewaschen.

Das Gel wird zunichst in einem Reaktionspuffer wis in Beispiel 2, bestehend aus 20mMot Tris/HC|, pH-Wert = 7,2, 126mMol
NH,CI, 1 mMol Dithioerythrol, 20mMol MgCl; und 2mMol ATP, das 14:Ci *’P-gamma-ATP enthal, eine halbe Stunde inkubiert
und danach mit einem Trager nach WP 254012, der aus Cellulose, die mit Cyanurchlorid und anschlieBend mit Sulfanilsdure
umgesetzt wurde, besteht und wo an diesem Produkt ionisch Kanamycin gebunden viurde, in Kontakt gebracht und 30 Minuten
bei 37°C umgesetzt. Nach Waschung (30 Minuten in Wasser) des Tragers |l mit dem Substrat und dem phosphorylierten Substrat
wird dieser 1 Stunde bei Zimmertemperatur autoradiographisch und so das *’P-markierte Kanamycin auf dem Tréger !l
nachgewiesen, wodurch das Vorhandensein von HSA im Trenngel bewiesen wird.

Beispiel 4

Immunclogischer Nachweis von Humanserumalbumin nach Protein-Blot auf Nitroc:llulose

unter proteinfrelen Blockbedingungen (Verwendung eines Protein A-NPT ll-Fusionsproteins)

a} Konstruktion eines Protein A=NPTIl-Fusionsproteinvektors, Expression und Gewinnung des Fusionsprotsins

In den Multi-cloning-site eines Protein A-Fusionsprotein Vektors pRIT2 (B. Nielsen, L.Abrahmsen, M. Uhlen, EMBO-Journal 4 (4}
[1985), S. 1075-1080) wird das NPT f-Gen (Tn5){S.Brenner, Nature 328{1987], S.21) aus E.coliim offenen Leseraster eingesetzt.
Die Transformation ven E.coli (NF 1) und die Selektionierung des entsprechenden Klones Uber die Ampicillinresistenz erfolgten
nach iblichen Methoden.
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Dis Anzucht des Protein A-NPT Il-Fusionsprotein-Klones erfolgtim Flissigmedium NB1 (Immunpréparate Berlin, DDR) nach iiber
Nacht durchgefiihrter Vorkultur 8 Stunden bei 30°C. Nach Temparaturerh8hung auf 42°C wird das Fusionsprotein exprimiert
(Promoter PR des Phagen A). Nach 2 Stunden werdsn die Zellen abzentrifugiert, einmal mit GET-Puffer gewaschen, in GET
resuspendiert und in Portionen zu je 10" Zellen in Eppendorf-RBhrchen abzentrifugiert. Zur Gewinnung des Fusionsproteins
werden einmal 10'° Zellen im Eppendorf-Réhrchen mit 1 ml 20mM Tris/HCl-Puffer, pH = 6,8, bei 0°C resuspendiert und 5mal
kurz von auen beschallt. Nach Abkihlung in Eis wird erneut 3mal kurz baschallt. Die Zellreste werden bei 4°C abzentrifugiert
(5 Minuten). Der Uberstand wird vorsichtig abpipettiert und in ein zweites Eppendorf-Réhrchen iberfihrt.

b} Immunologischer Nachweis

Eine Verdliinnungsreihe aus Proteinen mit Humanserumalbumin (HSA) im Nanogramm-Picogramm-Bereich wurde im SDS-
PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Elektrotransfers auf Nitrocellulose-Membran transferiert. AnschlieBend
wurde die Nitrocellulose-Membran (Blot) 30 Minuten an der Luft getrocknet und danach in TBS mit 1 Vol.-% Tween 20 eine
Stunde bei 37°C geblockt. Eine weitere Blockierung srfolgt anschlieBend in TBS mit 0,2Vol.-% Tween 20 innerhalb von

30 Minuten (Block I).

Die Inkubation mit dem Antiserum Anti-HSA-Immunoglobulin {Kanincher) erfolgte in einer Verdiinnung von 1:200 eine Stunde
bei Zimmertemperatur. Danach wurde eine Stunde mit TBS mit 0,1Vol.-% Tween 20 bei Zimmertemperatur gawaschen

(6 Wechsel). Nach erneuter Blockung mit TBS und 0,2Vol.-% Tween 20 (30 Minuten bei Zimmertemperatur) (Block Il) wurden
50l des oben hergestellten Lysatas mit dem Fusionsprotein aus Protein Aund NPT Itin ein Volumenvon 10 ml gegebenund eine
Stunde bei Zimmartemperatur unter leichtem Schiitteln inkubiert, AnschlieBend werden die Nitrocellulose-Membranen
(Hybond C, Amersham International) eine Stunde mit TBS gewaschen (6 Wechsel).

Ein nach DD-WP 254,012 aus mit Cyanurchlorid aktivierter Cellulose und Sulfanilsdure hergestellter und mit Kanamycin
beladener Triger wird auf eine Glasplatte gelagt und mit dem Enzympuffer, dar *2P-y-ATP mit einer Konzentration von

2Mio cpm/ml {spezifische Aktivitat 150 TBq/mMol) enthéit, getrankt. Die oben erhaitenen Blots auf Nitrocellulose werden mit
der beim Elektrotransfer gelseitigen Seite auf den feuchten, das Kanamycin tragenden Triger gelegt. AnschlieBend wird die
Nitrocellulose-Membran nochmals von oben mit dem 3P-y-ATP enthaltenden Enzympufier getrinkt und schlieBlich mit einer
Glasplatte gleicher Grofe abgedeckt. Dieses System wird allseitig mit PE-Fulie verschlossen und zunédchst eine Stunde bei 37°C
inkubiert, wobei wahrend dieser Zeit die Glasplatten mittels eines Gewichtes leicht zusammengedriickt werden. Nach der
inkubation wird aus dem System der Kanamycin tragende Triger entnommen und eine Stunde mit bidest. Wasser gewaschen.
Die Nitrocellulose-Membran wird sofort erneut auf einen Kanamycin enthaltenden Triger aufgelegt, mit 2P-y-ATP enthaltendem
Enzympuffer befeuchtet und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wird mit bidest. Wasser gewaschen. Die Auswertung
erfolgt durch Autoradiographie der im Kontakt verwendeten, mit Kanamycin beladenen Triager. Die Nitrocellulose-tAembranen
werden nach Waschung mit bidest. Wasser {frei von ¥P-y-ATP) zur Kontrolle mit autoradiographiert. )
Durch die Autoradicgramme der im Kontakt verwendeten Triger wird die Lage der HSA-Banden bis in den Picogramm-Bereich
als geschwarzte Banden auf dem Rontgenfilm dargestelit (Exposition: 30 Minuten bei Zimmertemperatur, Rontgenfilm HS 11,
VEB ORWO Wolfen).

Da proteinfreie Blockbedingungen verwendet wurden, kann das Protein auf der Nitrocellulose-Membran mit Ponceau S
angefd:bt werden (Farbung: 2 Minuten, Entfarbung mit Wasser: 5 Minuten). Zur Auswertung wird die Autorzdiographie des im
Kontakt vei wendeten Trdgers Gber die angefarbter Nitrocellulose-Blots gelegt, so dafl die Banden genau 2ugeordnet werden
konnen,

Belsplel 5

Immunologischer Nachwels von HSA nach Protein-Blotting auf Nitrocellulose unter Protein-Blockierungs-Bedingungen
Es wird ebenso wie in Beispiel 4 verfahren, jedach wird als Block { TBS mit 0,5 Gew.-% Gelatine (1 Stunde) und TBS mit
0,25Gew.-% Gelatine (30 Minuten) sowie als Block |l TBS mit 0,25 Gew.-% Gelatine {30 Minuten) verwendet.

Die Auswertung erfolgt wie in Beispiel 4 durch Autoradiographie der im Kontakt verwendeten Trager.

Beispiel 6

Immunologischer Nachweis von a-Fetoprotein im Tapfeltest auf Nitrocellulose

Eine Verdiinnungsreihe von a-Fetoprotein (AFP) wird auf einen Streifen Nitrocellulose-Membran (Hybi.nd C, Amersham Int.)
aufgetiipfelt und bei Zimmertemperatur 30 Minuten trocknen gelassen. Die Blockierung erfolgt im Block 1 mit TBS und 1%
Tween 20 1 Stunde bei 37°C und danach in TBS mit 0,2% Tween 20 30 Niauten bei Zimmeitemporatur, Zundchst wird mit
einem monoklonalen Antikérper (Maus) gegen HSA (Verdiinnung 1:1000) inkubiert, danach mit TBS + 0,1% Tween 20
gewaschen, erneut mit TBS + 0,2% Tween 20 geblockt und mit sinem zweiten Antikorper (Kaninchen-Anti-Maus) 1 Stunde
inkubiert (Verdiinnung 1:500}. Nach Waschung mit TBS + 0,1% Tween 20 eine Stunde bei Zimmertemperatur wird ernaut mit
TBS + 0,2% Tween 20 geblockt.

Danach werden 35yl E. coli-Lysat, das nach Beispiel 4a hergestellt worden ist und das das Fusionsprotein aus Protein A und
NPT 1l enthélt, zugegeben und 1 Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert. Nach Waschen mit TBS {eine Stunde bei
Zimmertemperatur) wird die Nitrocellulose-Membran mit dem Kanamycin-beladenen Trager (hergestelit nach DD-WP 254.012)
in Kontakt gebracht und der Nachweis, wie in Beispiel 4 beschrieben, durchgefihrt. Die Nachweisgrenze liegt im Picogramm-
Bereich.
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Beispiel 7

Nachwaels von Kartoffal-Virus nach Tapfeln von Pflanzens&ften auf Nitrocailulase mittels NPTIl-gekoppeiten Antikrpern
{Nachwels auf Tragern nach DD-WP 254.029)

a} Kopplung von Neomycin-Phosphotransferase Il an Anti-Kartofielvirus-Immunoglobuline mittels Glutaraldehyd

400pg nach Beispiel 4a hergestelite und gereinigte NPTl werden zusammen mit 1 mg Anti-Kartoffelvirus-Immunoglobulinen in
einem Dialyseschlauch gegen PBS (16 Stunden, 4°C, 800m, 2 Wechsal) bei einem Schiauchvolumen von 1 ml dialysiert. Nach
Umfiillen der dialysierten Probe in ein Glasréhrchen werden 5l Glutaraldehyd (25%ige Lésung, Serva) zugegeben und

2 Stunden unter 'eichtem Schiitteln bai Zimmertemperatur umgesetzt. AnschlieBend wird der Koppslungsansatzin den
Dialyseschlauch zuriickgefiillt und zunachst gegen PBS (4°C, iiber Nacht} und danach gegen TBS (4°C, 800ml, 2 Wechsel,

16 Sturden) dialysiert. Das Reaktionsprodukt wird in Glasréhrchen abgefilit.

b) Durchfiihrung des Nachweises

Eine Verdiinnungsreihe Kartoffelblatt-PreBsaft wird auf einen Streifen Nitrocellulose-Membran aufgetiipfelt und 30 Minuten
eintracknen lassen. Die so behandelte Membran wird 1 Stunde bei 37°C in TBS + 1% Tween 20 und anschlisend 30 Minuten
bei Zimmertemperaturin TBS + 0,2% Tween 20 geblockt. Danach wird das oben hergestellte Kopplungsprodukt in einer
Verdiinnung von 1:200 zugesatzt und 1 Stunde inkubiart. Nach der Waschung mit TBS erfolgt der radioaktive Nachweis auf der
mit Kanamycin beladenen Trégerschicht nach dem Kontaktverfahren analog Beispiel 4. Die Nachweisgrenze liegtim
Picogramm-Bereich.

Beispiel 8

Nachweis von Kartoffelvirus aus Pflanzensaften nach Tipfeln auf Nitrocellulose mittels Protuin A-NPT-Fuslonsprotein
(Kontakttrager P81)

Es wird eine Verdinnungsreihe mit Kartoffelblatt-PreBsaft wie in Beispiel 7 hergestellt. Nach dor Blockierung wird jedoch eine
Stunde mit Anti-Kartoffelvirus-Immunoglobulinen (Kaninchenj (Verdinnung 1:1000) inkubiert. Nach Waschen mit TBS + 0,1%
Tween 20 wird erneut mit TBS + 0,29 Tween 20 geblockt und danach 50l Lysat nach Beispiel 4a zugegeben und 1 Stunde
inkubient. Nach der Waschung mit TBS wird das Kontaktverfahren analog zu Beispis! 4b zum Nachweis durchgefiihrt.

Als Kanamycin-beladener Trager wird jedoch Phosphorcellulose (P81, Whatman, England) eingesetzt. Im Enzympuffer wird eine
spezifische Aktivitét des *2P-y-ATP von 10Miocpm/ml verwendet.

Die Auswertung erfolyt durch Autoradiographie der Phosphorcellulnse-Trager nach Waschung mit Wasser (1 Stunde). Die
Empfindlichkeit liegt wiederum im Picogramm-Bereich.

Beispiel 9

Immunolagischer Nachwels von HSA nach Tipfe!n auf Nylon-Membranen mittels Protein A-MPT lI-Fusionsprotein
(Kontakttrdger: Kansmycinbeladene Phosphorcsliulosa)

Eine Verdinnungsreihe HSA wird auf einen Streifen Nylon-Membran (Hybond N, Amersham Int.) aufgetiipfelt und 30 Minuten
trocknen gelassen. Die Blockierung ! erfolgt 2 Stundenin TBS mit 3% Rinderserumalbumin {BSA) und danach 30 Minuten in TBS
mit 1% BSA. Die Blockierung Il erfolgt 30 Minuten in TBS rnit 1% BSA. Das Gesamtverfahren erfolgt ebenso, wie in Beispiel 4
beschrieben. Die Auswrertung erfolgt durch Autoradiographie der Phosphorcellulose (P81 )-Trédger.

Belsplel 10

Immunologischer Nachwels von HSA nach Proteln-Blotting auf Nitrocellulose-Membranen

unter protelnfreien Binckierungsbedingungen

Die Durchfiihrung des Verfahrens erfolgt, wie es im Beispiel 4 besch:ieben worden ist. Jedoch wird als Kanamycin-beladener
Tréger Phosphorcellulose (P81, Whatman) eingesetzt.

Die Auswertung erfolgt durch Autoradiographie der Phosphorcellulose mittels Réntgenfilm (Exposition: 15 Minuten,
Zimmertemperatur).

Beisplel 11

Immunologischer Nachweis von HSA nach Protein-Blockierung auf Nitroceliulose-Membranen

unter proteinireien Blacklerungshedingungen (Kon‘aktverfahren mit Neomycin-beladener Phosphorcellulosa)

Die Durchfiihrung des Gesamtverfahrens erinlgt, wic es im Beispiel 4 beschrieben werden ist. Es wird jedoch als mit
Antibiotikum-belader.er Trager mit Neomycin beladens Phosphorcellulose {Inkubation der Phosphorcellulose 30 Minuten mit
einer Lésung aus 400mg Neomycin in 60mi Wasser und Waschen mit Wasser 30 Minuten) eingesetzt. Die Auswertung erfolgt
durch Autoradiographie der Phosphorcellulose mittels Rontgenfilm (Exposition: 15 Minuten, Zimmenemperatur).

Belspiel 12

Immunslogischer Nachwels von HSA nach Blotting von Proteinen auf Nitrocellulose .

unter proteinfelan Blockierungsbedingungan (Kontakt mit Phosphorcellulose, Kanamycin im Enzymreaktions-Puffer)
Die Durchfiihrung des Gesamtverfahrans erfolgt wie im Beispiel 4. Als Kontakttrager wird jedoch Phosphorcellulose (P81,
Whatman) ohne verherige Beladung mit Antibiotika verwendet.

Cem Enzympuffer wird Kanamycin mit einer Kenzentration von 4mg/ml zugesetat,

Die Auswertung erfolgt durch Autoradiographie der Phosphorcellulose.

Beispiel 13

Wiederverwendung von Protein-Blots

Die Protein-Blots auf Nitrocellulose (Hybond C) werden nach der Durchfithrung des Gesamtverfahrens, wie es im Beispiel 4
beschrieben worden ist (Runde 1), bei 70°C 2mal 15 Minuten mit dem Elutionspuffer 3% SDS, 0,1M B-Mercaptoethanol in TBS
yewaschen und damit der 1. Antikérper einschlieBlich der enzymmarkierten Sonde eluiert. Nach der Waschung wird mit

TBS + 0,1% Twee~ 20 erneut geblockt und das Verfahren, wie es im Beispiel 4 beschrieben worden ist, wiederholt. Die
Kontakttriger der 1. und der 2.Runde werden gemeinsam autoradiographiert. Es wird kein Intensitdtsverlust nach der
Wiederverwendung der Blots festgestallt.
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Beisplel 14

Immunologischer Nachwels von HSA nach Proteinblotting auf Nitrocellulose

unter proteinfreien Biocklerungsbedingungen (Kontakttriger: mit Kanamyecin beladene Carboxymethyl-Ce!lulose)

Dis Durchfithrung des Gesamtverfahrens erfolgt, wie es im Beispie! 4 beschrieben worden ist. Als Kontekttrager wird i
Kanamycin beladene Carboxymethyl-cellulose (CM-Membraner:, Renner GmbH) verwsndet. Die Auswerturg erfolgt durch
Autoradiographie der CM-Membranen.

Belspiel 15

lmmunologischer Nachwels von HSA nach Proteln-Blotting «uf Nitracellulose

unter proteinfreian Blockierungsbedingungen (Verwendung elnes Kopplungsproduktes aus Proteln A und NPT

mit elnem Toluylendiisccyanat-2,4-Prapolymeren)

A) Herstellung der enzymmarkierten Sonde

a) Elektropharetische Reinigung von NPTl aus E.coli-Lysaten

Das Zellpsliet von 10 ml E.coli (NPT Il iberexprimierend)} Zelikultur {pRK89) wird in 1 ml Lysepuffer aufgenommaen und beschallt.
Zellraste werden bsi 4°C abzentrifugiert. Das Zellysat wird auf ein préparatives PAA/SDS-Gel aufgetragen und elektrophoretisch
aufgetrennt. Das Gel wird nach Waschen mit Wasser in eine kalte L6sung von 0,25 M KCl gelegt, die sichtbar gawordene
NPTIiI'Bande mit einem Skalpell herausgeschnitten und zerkleinert. Das Protein wird mittels Elutionspuifer innerhalb von

3 Stunden bei Zimmertemperatur eluiert. Die durch Elution erhaltenen L 3sungen werden zentrifugiert und der Uberstand mit
dem Vierfachen des volumenkaltan Acetons versetzt und 3 Stunden bei —20°C stehengelassen, Danach wird bei 0°C
zentrifugiert, Nach Waschen wird dus Pellet in 200 ul Lésepuffer geldst und gegen 20mM Natriumphosphatpuffer Gber Nacht
dialysiert (4°C}. Im Endvolumen von etwa 2004l befinden sich ungefahr 200 g NPT,

b} Kopplung

Zur Kopplung wird ein Pripolymeres aus 17,4 g frisch destilliertent Toluylendiisocyanat-2,4 und 30g Polyethylenglykol 600 bai
50-60°C hergestelit. 100mg dieses Frapolymeren werden in 500mg Aceton gelést; nach vollstindiger Lésung werden 300mg
dieser Lésung in 700mg Wasser emulgiert.

800ui des unter a) erhaltenen Lysates werden mit 150 g Protein Ain 150l Wasser in einem Eppendorf-R6hrchen vermischt. Zu
diarer Lésung werdan 200 i der oben hergestellten Emulsion zugegeben und 1 Stunde unter Schiitteln umgesetzi. Nach einer
Stunde werden erneut 100l frisch hergestellte Emulsion zugesetzt und noch eine Stunde umgesetzt. Danach wird mit einar
Lésuna von 200 ug Lysin in 150 ul Wasser 30 Minuten bei Zimmertemperatur gestoppt.

C) Nachweis

Die Durchfiihrung des Gesamtverfahrens erfolgt wie in Beispiel 4, Jedoch wird an Ste!le des gentachnisch hergestellten
Protein A-NPTHI-Fusionsproteins 501l des oben hergesteliten Kopplungsproduktes als enzymmarkierte Sonde verwendet.

Der Nachweis erfolgt wieder durch Autoradiographie.

Beispie! 16

Immunologischer Nachweis von HSA nach Tapfeln aut CCA-Papler (Kontakttrager nach DD-WP 254.012)

Eine Verdinnungsreihe von HSA wird auf CCA-Papier (hergestellt nach EP 0134.025) aufgetiipfelt und 30 Minuten an der Luft
trocknen gelassen. Danach wird der Tréger in eine Lésung aus 10% Sulfanilsdure und 10% Tristhanolamin {pH = 7,5) ei..e
Stunde bei Zimmertemperatur unter leichiam Schiittelninkubierc. Der Black | erfolgtin TBS mit 0,5% Gelatine und 30 Minuten in
TBS mit 0,25% Gelatine. Danach wird das Verfahren wie in Beispiel 5 durchgefiihrt,

Die Auswertung ertolgt durch Autoradiographie des Xontakttrigers nach DD-WP 254.012 und des CCA-Papiers. Auf beiden
Trégern 1a8t sich durch ¥P-y-ATP markiertes Kanamycin nachweisen.

Beisplel 17

Immunologische: Nachwals von HSA nach Tiipfeln auf ein negativiertes Paplar {untakttragar Phosphorcellulcse)

Ein negativierter Triger wird aus CCA-Papier und Sulfanilséure nach DD-WP 237.841 hergestelit. Auf diesen Triger wird eine
Verdiinniungsreihe von HSA aufgetiipfelt und als Blockierungsmittel (Block {und I'} eine Lésung von 10 % Sulfanilsdure und 10%
Triethanolaminvom pH = 7,5 verwendet. Als mit Kanamycin beladener T+&gar wird mit Kanamycin beladene Phosphorceliulose
{P81), Whatman) verwendst. Der Nachweis erfolgt dann wie in Beispiel 4. Der Nachweis des HSA erfolgt durch Autoradiographie
anbeiden Tragern.

Belsplel 18

Immunologischer Nachwels von HSA nach Tipfeln auf einen hydropheban Trager {Kontakttrager nach DD-WP 254.012)

Ein hydrophober Trager wird nach DD-WP durch Umsetzung des CCA-Pupiers {nach £P 0134.025) mit Zquimolekularen Mengen
Di-n-octylamin und Sulfanilsiure als Natriumsalz hergestellt. Auf diesen Triger wird eine HSA-Verdinnungsreihe aufgetragen.
Nach 30 Miruten bei Zimmertemperatur sind die Trapfen auf dem Trager eingetrocknet, man laBt noch weitere 15 Minuten
nachtrocknen. Die Blockierung erfolgt im Block | und Il mit TBS plus Gelatine, wie es in Beisniel % beschrieben warden ist. Die
Durchfithrung das Verfahrens erfolgt ansonsten, wie es im Beispiel 4 beschrieban worden ist.

Der Nachweis erfollgt durch Autoradiographie auf beiden Tzigern.

Beispiel 19

Immunolog!scher Nachwels von HSA nach Proteinblotting auf Nitrocellulose (Kontakttrager Phosphorceliulose)

und Verstarkung der Nachweisreaktion

Eine Verdinnungsreihe wird auf Nitrocellulose {Hybond C, Amersham) geblottet und anschlieBend geblockt, wie es i Beispiel 4
beschrieben worden ist. Nach der Inkubation mit dem ersten Antikérper wird zundchst mit TBHS + 0,1% Tween 29 1 Stunde
gewaschen, dar.ach wieder geblockt (TBS mit 0,2% Tween 20) und mit 10pg Protein A in 16ml Lésung leicht geschiittelt. Daran
anschlieBenc wird erneut mit TBS + 0,1 % Tween 20 gewaschen ung errieut geblockt.
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100p1 des vorgebildetsr ¥::viplexes eus HSA-Antihumanserumalbumin-Protein-A NPTIl-Fusionsprotein (hergestelit aus 50l
Lysat nach Beispiel 4,5 g HSA und 50l Anti-HSA-Immunglobulin (Kaninchen), Inkubation bei 4°C tiber .acht) werden Gann
zugesetzturd 1 St ¢’z Inkwiert, AnschlieBend wird mit TBS gewaschen und das Kontaktverfahren nach Beispiel 4 mit einem
mit Kanamycin belador.y . Trégor nach DD-WP 254.012 durchgefiihrt, )

Die Auswertt :ge:“ ' . ;cn Autoradiographie des Kontakt-Trégers (30 Minuten bei Zimmertemperatur),

Belispiel 20

Immunologischer Nachwaels von a-Fetoprotsin nach Tapfeln auf Nitracellulase (Kontakttréger nach DD-WP 254.012) -
Verstéirkung durct mit Antikdrper vernetztes Protein A-NPTIl-Fusionsprotein

Die ersten Schritte des Verfahrens erfolgen, wie es im Belsnia! 6 beschrieben worden ist. Nach der Inkubation mit dem

1. Antikérpar (monoklonal) wird mit TBS + 0,1% Tween 20 gewaschen und mit TBS + 0,2% Tween 20 geblockt, Danach werden
50ui biologisch vernetztes Protein A-NPTll-Fusionsprotein zugesetzt und 1 Stunde inkubiert.

Nach der Waschung mit TBS {1 Stunde) wird waiter wie in Beispiel 6 verfahren. Die Auswertung erfolgtdurch Autoradiographie
des Kontakttriigers in 20 Minuten bei Zimmertemperatur.

Herstellung des biolagisch vernetzten Protein A-NPTIl-Fusionsproteins

50ul eines nach Beispie! 4 hergestelitan Zellysates mit Protein A-NPT ll-Fusionsprotein werden mit 5ul Kaninchen-Anti-Maus-
Antiserum vermischt und bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Der sich bildende Komplex aus Protein A-NPT l-Fusionsprotein und
Kaninchen-Anti-Maus-Antikérper wird als 2. Antikérper nach dem Nachweis eines Antigens mit dem ersten Antikérper (Maus)
verwendet.

Beispiei 21

Immunoloyischer Nachwels von HSA (Enzym-Reaktion in L3sung)

Eine Verdlinnungsreihe von HSA wird auf einzelne Rundfilter aus Nitrocellulose (Hybond C, Amarsham Int.} aufgetiipfelt
(Durchmesser 0,5 cm?) und zuniichst wie in Beispiel 4 waiter bearbeitet. Nach dem Inkubieren mit Protein A-NPTI-
Fusionsprotein werden die Filter 1 Stunde in TBS gewaschen und danach einzeln in Plastebehilter iiberfiihrt. Es werden jeweils
0,5ml Enzympuffer, 1mg Kanamycin und *P-y-ATP {10Mio cpm/ml, spezifische Aktivitit 5000C/mM) zugesetzt und 1 Stunde
bei 37°C umgesetzt. Die Nitrocellulose-Membranen werden entnommen, ein Rundfilter aus Phosphorcellulose (P81, 1cm?)
zugesetzt und 30 Miruten geschiittelt. Die Phosphorcellulose-Filter werden entnommen, 1 Stunde mit Wasser gawaschen,
getrocknet und im Szintiilationszéhler gemessen. Die Auswertung erfolgt direkt liber den MeRwert der Radioaktivitat (als
Kontrolle wird ein Nitrocellulose-Filter ohne HSA mitgefthrt), .
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