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Verfahren zur Selektion hochaffin an ein Target bin-
dender Nukleinsduren durch zweidimensionale

Auftrennung.

Gebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Selektion

hochaffin an ein Target bindender Nukleinsduren, wobei
ein Gemisch von Nukleinsduren mit einem oder mehreren
definierten Targetmolekiilen kontaktiert wird und wobei
an dem Targetmolekliil bindende Nukleinsduren von nicht

bindenden Nukleinsduren getrennt werden.

Als Nukleins&uren sind Poly— oder Oligonukleotide mit
einer Nukleotidzahl wvon 5 bis 200, insbesondere 20 bis
200, bezeichnet. Es kann sich dabei um DNA, RNA oder
PNA handeln. Insbesondere koénnen die Nukleinsduren
chemisch derivatisiert, beispielsweise durch 2~
und/oder 5 Substitution, und/oder mit Reporter-
molekilen (Molekile, welche einen Nachweis mit ibli-
chen Detektionsmethoden erlauben) versehen sein. Die
Nukleinsdure kann einzel- oder doppelstrédngig sein.

Ein Targetmolekil kann grundsé&tzlich beliebiger Art

sein, sofern es sich nicht seinerseits um eine Nuk-

leinsdure handelt, welche mit der der damit kontak-
tierten Nukleinsdure Crick/Watson Basenpaar-Bindungen
eingeht. Beispiele flr Targetmolekiile sind:
Kunststoffe, Keramiken, Peptide, Proteine, Enzyme,
Oligosacharide, Polysaccharide, Nukleinsduren, welche
nicht-Crick/Watson Bindungen eingehen, Lipide aber
auch Hormone und andere organische Verbindungen, wie

Pheromone. Targets kdnnen auch Zellbestandteile und
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ganze Zellen sein, ebenso wie vollst&dndige Viren und
Bakterien. An nicht-Nukleinsduren bindende Nuklein-
sduren werden auch als Aptamere bezeichnet, aber auch
Nukleinsduren, welche mit anderen Nukleinsiuren nicht-

5 Watson/Crick Bindungen eingehen. Der Begriff der
Bindung meint im Rahmen der Erfindung nicht-kovalente
Bindungen. Letztgenannte Aptamere kénnen beispiel-
sweise eingesetzt werden, zur Erkennung von bestimmten
Gendefekten und/oder Deletionen. Der Begriff der

10 Bindung meint im Rahmen der Erfindung nicht-kovalente
Bindungen. Der Begriff der Affinit&dt bezieht sich im
Rahmen der Erfindung auf die Bindungsfestigkeit inner-
halb von Komplexen der Antigen/Antikdérper Art. Die
Bindungsfestigkeit ist durch die Affinit&dtskonstante

15 guantifizierbar, welche definiert ist nach dem Massen-
wirkungsgesetz. Im Rahmen der Erfindung bezieht sich
der Begriff der Affinitdt allerdings nicht nur auf
Komplexe mit einer Bindungsstelle, sondern auch auf
Komplexe mit mehreren Bindungsstellen, i.e. umfaBt

20 auch den Begriff der Aviditidt. Die Aviditdt berechnet
sich aus der Anzahl und der Bindungsstirke jeder
Bindungsstelle bei mehrvalenten Antikérper/Antigen
Komplexen. Als Amplifikation wird jede enzymatisch
vermittelte Reaktion verstanden, die der Replikation

25 einer Nukleins&uresequenz dient, beispielsweise die

PCR.

Hintergrund der Erfindung und Stand der Technik

30
Nukleinsduren dienen in natirlichen Organismen in er-
ster Linie zur Codierung von in einer Zelle zu exprim-

ierenden Proteinen und dergleichen. Hierfiir ist die
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Prim&rstruktur der Nukleins&uren, i.e. die Sequeénz
malgeblich. Unabhdngig hiervon kénnen Nukleinsiuren
jedoch auch Antikoérper/Antigen Komplexe mit in einer
Zelle vorliegenden nicht-Nukleinsduren eingehen. Ob
eine solche Bindung stattfinden kann, hangt dabei
nicht nur von der Primdrstruktur ab, sondern auch von
der in einer Ldsung entstehenden Sekundir- und Ter-
tiarstruktur bei einer definierten Sequenz (dreidimen-
sionale Struktur) ab. Die Affinitidt der Nukleinsdure
zu dem Targetmolekll h&ngt daher letztendlich davon
ab, ob die Nukleinsidure - neben der rein chemischen
Bindungsfdhigkeit - in sterischer Hinsicht im Bereich
der Bindungsstelle oder der Bindungsstellen des Tar-
getmolekiils "paBt", entsprechend der Verhdltnisse bei
klassischen Antikdrper/Antigen Komplexen. Passende
Nukleins&uren kénnen also die Funktion eines Antikodr-
pers oder Antigens austiben. Solche Aptamere sind in
aller Regel nicht-natiirliche Nukleins&uren und kénnen
gleichsam "maRgeschneidert" werden fdr ein Target-
molektl. Fir die MaBschneiderung gibt es grundsitzlich
zwel Ansé&tze. Der erste Ansatz besteht in der
Berechnung einer geeigneten Sequenz und/oder Deriva-
tisierung fur die Nukleins&ure nach MaBgabe der genau
bekannten Struktur, einschliefBlich Bindungsstellen und
Tertidrstruktur, des Targetmolekiils. Dies ist nicht
nur extrem aufwendig; in F&llen, in welchen die Struk-
tur des Targetmolekiils nicht hinreichend bekannt ist,
ist dieser Ansatz sogar unméglich. Der zweite Ansatz
besteht in der Isolierung des Targetmolekils und in
der Kontaktierung einer Mischung aus prospektiven Nuk-
leinsduren mit dem isolierten (und meist immobilisier-
ten) Targetmolekil, wobei hochaffin bindende

Nukleins&duren von den weniger affin oder gar nicht
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bindenden Nukleinsduren abgetrennt werden. Bei den
Mischuﬁgen mit Nukleinsduren handelt es sich typ-
ischerweise um Nukleinsdurenbibliotheken, welche
beispielsweise im Wege der kombinatorischen Chemie
hergestellt wurden. Eine Nukleins&urebibliothek en-
thdlt eine Vielzahl voneinander unterschiedlicher Nuk-
leinsduren, wobei zumindest in einem
Teilsequenzbereich eine Randomisierung (mit natirli-
chen und/oder nicht-natirlichen Nukleotiden)
eingerichtet ist. Es kann, muB aber nicht, ein kon-
servierter Sequenzbereich vorgesehen sein. Randomis-
ierung in n Positionen mit m verschiedenen Nukleotiden
fihrt zu einer Biblithek mit n™ Elementen. Die selek-
tierten hochaffinen Nukleinsduren sind fir eine

Vielzahl von Anwendungen geeignet.

So kénnen die Nukleins&duren im Rahmen von Tests auf
Vorliegen oder Nichtvorliegen der fiir die Nukleinsiure
spezifischen Targetmolekiile in einer Testlésung
und/oder in einer Zelle bzw. Gewebe verwendet werden.
Dann empfiehlt sich die Anwesenheit eines Reporter-
molekils tblichen Aufbaus in der Nukleinsdure zur
leichten meBtechnischen Identifizierbarkeit. Solche

Tests konnen in der Diagnostik, beispielsweise der

Diagnostik auf onkogene Mutanten oder Markersubstan-

zen, welche bel bestimmten pysiologischen Fehlfunk-
tionen entstehen, eingesetzt werden. Es versteht sich,
dall die betreffende Nukleinsdure dann nicht nur die
onkogene Mutante selektiv "erkennen" muB, sondern an
die nattirliche Variante demgegeniiber nicht binden
darf, i.e. diskriminieren muB zwischen onkogenem Ex-
pressionsprodukt und nattrlichem Expressionsprodukt.

Dies 18Rt sich leicht nach der Selektion an das
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onkogene Expressionprodukt bindender Nukleins&duren
durchfihren, ndmlich durch die subsequente Selektion
von an das natlrliche Expressionsprodukt nicht bin-
dender Nukleinsduren aus den zuvor selektierten

Nukleins&duren.

Selektierte Nukleinsiuren kdnnen auch zur Abtrennung
von Targetmolekiilen aus einer Loésung verwendet werden,
beispielsweise im Rahmen iblicher Siulen- oder Gel~
trennungsverfahren. Dann empfiehlt es sich, die Nuk-
leinsdure immobilisierbar zutgestalten und in dem

Trennungsverfahren zu immobilisieren.

Selektierte Nukleins&duren kénnen aber auch dazu einge-
setzt werden, um physiologische Funktionen zu
modulieren, i.e. zu hemmen, zu induzieren oder zu ver-
starken. Solche Nukleins&duren haben daher auch Ver-
wendung in pharmazeutischen Zusammensetzungen.
Selektierte Nukleinsiduren miissen natiirlich ansonsten
physiologisch unbedenklich sein zur Vermeidung von
Nebenwirkungen. Der Vorteil des Einsatzes von Nuklein-
sdauren anstelle von beispielsweise Peptiden liegt
darin, daB die Identifizierung bzw. Selektion
geeigneter Nukleins&uren erheblich einfacher als in
Falle der Peptide und Proteine ist wegen der ver-
Qleichsweise einfachen Herstellbarkeit von Nuklein-
saurebibliotheken gegeniiber Protein- oder

Peptidbibliotheken.

Ein bekanntes Verfahren zur Selektion hochaffin an ein
Targetmolekll bindender Nukleinsiuren ist als das SF-
LEX Verfahren (Systematic Evolution of Ligands by EX-

ponential Enrichment) bekannt. Verschiedene Varianten
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und Anwendungsbereich sind beispielsweise beschrieben
in den Literaturstellen US-A-5,712,375,
Us-A-5,864,026, US-A-5,789,157, US-A-5,475,096,
Us-A-5,861,254, US-A-5,595,877, US-A-5,817,785. Bei
dem insofern bekannten Verfahren werden grundsidtzlich
approximativ in einer Mehrzahl von Zyklen diejenigen
Nukleinsduren separiert, welche mit hoher bzw. immer
héherer Affinitdt binden. Dabei muf im Rahmem jedes
Zyklus die selektierte Gruppe an Nukleinsduren ampli-
fiziert werden. Die Losldésung bindender Nukleinsiuren
vom Target in jedem Zyklus erfolgt durch spezifische
Verdrangung. Dieses Verfahren hat mehrerée Nachteile.
Zundchst ist nachteilig, daf aufgrund der erforderli-
chen Zyklenzahl eine recht groBe Menge sowohl an Nuk-
leinsduren als auch an Targetmolekiilen erforderlich
ist. Weiterhin werden bei der Verdridngungsverfahren-
stufe mehr (gebundene) Nukleinsduren geringerer Af-
finit&t aus der Bindung verdrdngt als Nukleinsiuren
héherer Affinitat, wodurch der Mengenunterschied zu
Lasten der hoéheraffinen Nukleins&duren im Rahmen der
Amplifikationsverfahrensstufe verstédrkt wird. Der Men-
genunterschied wird zudem noch weiter dadurch ver-
stdrkt, daB bei hoherer Affinitdt die Bindung der

losgeldsten Nukleinsduren an die zur Losl8sung einge-

setzten Liganden vergleichsweise stdrker ist und die

hoheraffinen Nukleinsduren dadurch schlechter fiir die
Amplifikation zugdnglich sind. Nachteilig ist weiter-
hin, daf mit zunehmender Affinit&dt der Nukleinsiduren
eine logarithmisch ansteigende Konzentration des zur
Losldsung verwendeten Liganden erforderlich wird. Die
erreichbare Affinitdt ist somit vom L&slichkeitspro-
dukt der eingesetzten Liganden limitiert. SchlieBlich

ist es nachteilig, in mehreren Zyklen arbeiten zu
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missen zur wiederholten Abtrennung bzw. Selektion in

einem Vorzyklus selektierter Nukleinsiuren.

Im Bereich der Trennung von nicht—Nukleinséuren ist

S die Affinit&tschromatographie, insbesondere als
Sédulenchromatographie (Fest~/Flissigphase) wohl
bekannt. Es handelt sich hierbei um ein Verfahren zur
Isolierung oder Anreicherung, bis zu 10°-fach und
mehr, von beispielsweise Proteinen. Ein Ligand der

10 anzureichernden Substanz wird dabei an einer chroma-
tographischen Matrix immobilisiert. Hochaffine Ver-
bindungen werden zuerst, i.e. sduleneingangsseitig,
gebunden. Stromabwirts werden weniger affine Ver-
bindungen gebunden, sofern die Menge der affinen Ver-

15 bindungen, bezogen auf jeweilige konkrete Verbindung,
niedriger als die Menge der Liganden in der Siule ist.
Gering affine oder nicht affine Verbindungen laufen
durch und werden so von den affinen Verbindungen
getrennt. Gebundene, i.e. affine Verbindungen werden

20 dann eluilert und weiter verwendet. Bei unspezifischen
Desorptionsverfahren, beispielsweise physikoéhemischen
oder thermischen Verfahren, findet ein Vermengung un-
terschiedlich hoch affiner (gebundener) Verbindungen
statt. Bel der Desorption mit Liganden der gebundenen

25 Verbindungen (Verdréngungsdesorption) ist eine sehr
groﬁe molare Menge des Liganden zur Losldsung insbe-

sondere der hochaffinen Verbindungen notwendig.

Hinzu kommt generell, daB die Trennleistung dann zu
30 winschen Ubrig 14Bt, wenn die Targetmolekiile klein

bzw. sehr klein, beispielsweise 50 bis 10000 Da, ins-

besondere 70 bis 2000 Da, sind und eine Derivatis-

ierung der Targetmolekiile zur Verbesserung der
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Trennleistung vermieden werden soll. Die strukturelle
Heterogenitdt der Nukleinsduren einer kombinatorischen
Nukleinsdurebibliothek erschwert oder macht unméglich
in diesem Falle die Abtrennung der Nukleinssure/
Targetmolekil-Komplexe von den nicht komplexierten
Nukleins&duren der Nukleins&urebibliothek durch eine

einfache lineare bzw. eindimensionale Auftrennung.

Technisches Problem der Erfindung

Der Erfindung liegt das technische Problem zugrunde,
ein Verfahren zur Selektion hochaffin an ein Target-
molekil bindender:Nukleinséuren anzugeben, welches mit
weniger Aufwand hochaffine Nukleinsiduren insbesondere
gegen sehr kleine Targetmolekiile liefert, und zwar
ohne daB eine Derivatisierung der Targetmolekiile er-

forderlich ist.

Grundzlge der Erfindung

zZur Losung dieses Problems lehrt die Erfindung ein
Verfahren zur Selektion hochaffin an ein Targetmolekiil
bindender Nukleinsduren aus einem Gemisch von Nuklein-
sduren durch zweidimensionale Auftrennung mit den fol-
genden Verfahrensschritten: a) das Gemisch aus
Nukleinsduren wird einem physikoéhemischen Tren-
nungsverfahren unterworfen, wobei ein Set von Nuklein-
sauregemischfraktionen erhalten wird, und wobei jeder
Nukleinsduregemischfraktion ein Laufparameterfenster

zugeordnet wird, b) eine Nukleinsiduregemischfraktion
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wird mit den Targetmolekiilen kontaktiert, wobei ein
Bindungsmix mit Nukleins&ure/Targetmolekiil-Komplexe
erhalten wird, c) das Bindungsmix aus Stufe b) wird
dem gleichen physikochemischen Trennungsverfahren wie
in Stufe a) unterworfen, wobei Nukleinsdure/Tar-
getmolekiil-Komplexe, deren Laufparameter auBerhalb des

Laufparameterfensters liegt, selektiert werden.

Als physikochemische Verfahren kommen insbesondere in
Frage: Elektrophorese (z.B. Kapillarelektrophorese,
Flachbettelektrophorese, Horizontalelektrophorese),
und die Chromatographieverfahren(z.B. Fest-Flissig
Chromatographie, Flissig-Flissig-Chromatographie,
Kapillarelektrochromatographie). Die hierfiir im ein-
zelnen zu wihlenden Detailmethoden und Reagenzien sind
nach MaBgabe der Targetmolekiile und/oder der Nuklein-
sduren vom Fachmann unschwer feststellbar. In physiko-
chemischen Trennungsverfahren erfolgt eine Trennung
der aufgetragenen Substanzgemische in Fraktionen,
wobel jeder Fraktion ein Laufparameter bzw. ein
Laufparameterfenster zugeordnet ist. Als Laufparameter
kommen beispielsweise in Frage Zeit und/oder Weg. Ein
Laufparameterfenster bezeichnet einen Anfangswert und
einen Endwert des Laufparameters, innerhalb dessen
eine Fraktion gewonnen wird. Eine Fraktion kann eine
oder mehrere Nukleinsdurespezies enthalten. Ein
Bindungsmix bezeichnet eine Mischung aus verschiedenen
Nukleinsdure/Targetmolekil-Komplexen. Der Begriff der
zweldimensionalen Auftrennung bezieht sich auf die
subsequente Anwendung des gleichen Trennungsverfahrens
einerseits auf die Nukleinsduren und andererseits der
Komplexe. Dies wird bildlich auch deutlich im Rahmen

der Ausflihrungsbeispiele.
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Es kann eine einzige Spezies an Targetmolekilen einge-
setzt werden, es kdbnnen aber auch mehrere verschiedene
definierte oder undefinierte Spezies, verwendet wer-
den. Die LOsung der Nukleins&uren und der Target-
molekile erfolgt in Ublichen Puffern, beispielsweise
Tris-Puffer oder Acetat-Puffer. Ein Gemisch aus Nuk-
leinsduren bezeichnet Nukleinsdurebibliotheken mit
einer Anzahl von typischerweise 10° bis 10%/Mol,
insbesondere 10° bis 10%*'/Mol voneinander verschiedener
Nukleinsdurenspezies. In einer eingesetzten Bibliothek
ist jede Nukleinsdurespezies statistische beispiel-
sweise mit 10 bis 10, insbesondere 10 bis 10%,
Molekilen vertreten. Die Bindung der Nukleins&uren an
die Targetmolekiile erfolgt vorzugsweise unter Bedin-
gungen, welche einem sp&dteren Einsatz der Nuklein-
sduren entsprechen, i.e. beispielsweise in einem
Puffer, welcher entsprechend abgestimmt ist hin-
sichtlich Temperatur, Ionenstdrke, pH-Wert und Puffer-
bedingungen. Das Lésungsmittel der Nukleinsiurenbib-
liothek ist dann entsprechend hinsichtlich dessen Kom-
ponenten auszuwdhlen. Gleiches gilt fir das L&sungs-

mittel, in welchem die Targetmolekiile gelést sind.

Die Erfindung beruht auf der iberraschenden Erken-
ntnis, daB die Bindungleines Targetmolekiils an eine
Nukleins&ure einen EinfluB auf das Verhalten der Nuk-
leinsdure in einem physikochemischen Trennungsver-
fahren hat. Dieser EinfluB ist umso groRer, je gréBer
die Affinitatskonstante der Bindung, i.e. je fester
die Bindung zwischen Nukleinsduren und Targetmolekil
ist. Die Erfindung eignet sich insbesondere zur Selek-

tion von Nukleinsduren gegen unmodifizierte kleine
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Targetmolekiile, beispielsweise 50 bis 10000 Da, insbe-
sondere 70 bis 2000 Da. Denn eine chemische Modifika-
tion von sehr kleinen Targetmolekiilen erschwert oder
macht unmdglich eine Selektion von gegen das unmodi-

fizierte Targetmolekiil affinen Nukleins&uren.

Subsequente Seletionsartefakte zu Lasten hdéheraffiner
Nukleinsduren werden zudem vermieden. Ebensowenig sind
Liganden, insbesondere hohe Konzentrationen an Li-
ganden, zur Desorption erforderlich. SchlieRlich ste-
hen praktisch alle gebundenen und dann desorbierten
Nukleinsduremolekiile fiir eine Amplifikation zur Ver-
figung. Dies erlaubt es, mit geringen Nukleinsdure-
konzentrationen zu arbeiten. Es ist grunds&dtzlich
bereits ausreichend, wenn in der Nukleinsiurebiblio-
thek jede Spezies im statistischen Mittel'mit einem

Moleklil vertreten ist.

Mit dem erfindungsgemdBen Verfahren isoliertelNuklein—
sduren bzw. hergestellte Nukleinsiduregemische (kurz
Nukleinsduren) lassen sich vielfaltig verwenden. Fir
eine jeweilige konkrete Anwendung ist es lediglich
notwendig, nach MaBgabe der Anwendung ausgewdhlte Tar-

getmolekiile in der Stufe b) einzusetzen. So ist es

beispielsweise moglich, fiir eine Erkrankung charakter-

istische Markersubstanzen zu identifizieren, mit dem
erfindungsgeméfen Verfahren hochaffin daran bindende
Nukleins&duren zu bestimmen und die so selektierten
Nukleins&duren als Hauptkomponente eines Testkits zur
Untersuchung auf die Markefsubstanz bzw. auf das Vor-
liegen der Erkrankung oder das Risiko der Erkrankung
einzusetzen. Solche Testkits kénnen selbstverstandlich

auch zur Therapiekontrolle eingesetzt werden. Die
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Nukleins&duren konnen auch zur Herstellung von phar-
mazeutischen Zusammensetzungen verwendet werden,
beispiels- weise wenn eine Hemmung der Markersubstanz
(durch Bindung der Nukleins&dure) zu einer Verringerung
5 oder Verhinderung des Krankheitsbildes fiihrt. Durch
Komplexierung kleiner Targetmolekiile durch hochaffine
Nukleinsduren kann zus&dtzlich eine verbesserte venale
Ausscheidung insbesondere von unpolaren Targets er-
reicht werden. Es ist aber auch moéglich, durch Auswahl

10 der Targetmolekiile Nukleinsduren zu selektieren und
als pharmazeutische Zusammensetzung zu verwenden,
welche durch Aktivierung geeigneter Targetmolekiile die
Bildung von im Krankheitsfall fehlenden Stoffen in
einem Organismus stimulieren. Durch Auswahl geeigneter

15 Targetmolekiile lassen sich beispielsweise auch Nuk-
leinsduren finden, welche als Wirkstoffe die Differen-
zierung und/oder Stimulation oder Suppression von
isolierten Zellen (beispielsweise Blutzellen, wie T-
Zellen, Granulozyten, Monozyten oder Thrombozyten)

20 beeinflussen. Gleiches kann flir Zellen in einem Ver-
bund (Gewebe) u.a. im Rahmen des Tissue Engineering
bewirkt werden. SchlieBlich kdnnen erfindungsgemiB
selektierte Nukleinsiduren beispielsweise in einer Af-
finitdtsmatrix als immobilisierte Phase eingesetzt

25 werden (z.B. Apherese) oder zur spezifischen Desorp-
tion von Substanzen von einer Affinit&dtsmatrix verwen-—

det werden.

Ein wesentliches Element der Erfindung ist die Selek-
30 tion an sehr kleinen Targetmolekiilen bindenden Nuk-
leinsduren. Denn diese kénnen die Targetmolekiile

weitreichend umhtillen und daurch die Elimination der
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Targetmolekile z.B. aus der Blutzirkulation verhin-

dern.

Bevorzugte Ausfihrungsformen der Erfindung

Anschliefend an Stufe c) wird meist eine Trennungsver-
fahrenstufe d) durchgefiihrt werden, in welcher die
Nukleinsduren selektierter Nukleinsiure/Targetmolekiil-
Komplexe von den Targetmolekiilen getrennt werden. Nach
Stufe b), ggf. nach Dissoziation in Stufe c) der er-
haltenen Nukleins&ure/Targetmolekiil-Komplexe kann eine
Amplifikation mittels beispielsweise PCR, RT-PCT oder
LCR, durchgefihrt werden.

Eine Dissoziation (in einer Trennungsverfahrensstufe)
mit dem erfindungsgemdfen Verfahren gewonnener
Nukleinséure/Targetmolekul—quplexe kann beispiels-
welse durch Verdrdngung mit einem hinreichend starken
Liganden, Modifikation, Komplexierung und/oder Zer-
stdérung des Targetmolekiils, physikochemisch oder ther-
misch erfolgen. Auch mechanische Verfahren,
beispielsweise Ultraschall, k&énnen zur Dissoziation

oder zur Verstédrkung der Dissoziation eingesetzt wer-

den. Es versteht sich, daB die Nukleinsiuren von dem

verwendeten Dissoziationsverfahren nicht zersetzt wer-
den diirfen. Vorzugsweise wird die unspezifische Dis-
soziation mittels Ublicher physikochemischer oder
thermischer Verfahren durchgefiihrt. Thermische Dissoz-
iation erfolgt durch Erwdrmung der erhaltenen Ldsung..
Die Erw&rmung kann beispielsweise durch elektrische

Beheizung oder Einstrahlung von Mikrowellen oder IR
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erfolgen. Insbesondere sind die Erwdrmungstechniken

aus der PCR Technologie geeignet.

Die unspezifische Dissoziation kann, durch chemische
Modifikation des Targets unterstiitzt werden, z.B. Oxi-
dation durch Natriumperjodat oder dergleichen, oder
durch unspezifische Komplexbildung, z.B. mittels Borat
oder dergleichen zur Blockierung von cis-trans-
Diolbindungen in Kohlenhydraten. Es ist besonders
bevorzugt, wenn die unspezifische Dissoziation durch
thermische Dissoziation in einer, vorzugsweise ver-
lédngerten, Hochtemperaturphase einer PCR oder RT-PCR
durchgefihrt wird. Hierbel wird ein Synergieeffekt
erzielt, da in aller Regel, insbesondere beim Arbeiten
mit Nukleinsiurebibliotheken mit niedrigen Konzentra-
tionen der Nukleinsdurespezies, eine Amplifizierung
ohnehin erforderlich ist. Die (nach der Dissoziation)
gewonnenen Nukleinsduren lassen sich leicht und ohne

stérende Ligandenkoppelungen amplifizieren.

Zur Erhohung der Ausbeute wird bei der Amplifikation,
PCR, RT-PCR, LCR oder dergleichen, beispielsweise mit
5 bis 60, vorzugsweise mit 20 bis 60, héchstvorzug-
sweise mit 45 bis 55, Zyklen gearbeitet. Im Rahmen der
Amplifikation kann mit mindestens einem markierten
Primer gearbeitet werden. Der Primer kann mindestens
eine Endonukleaseschnittstelle aufweisen. Eine solche
Schnittstelle dient beispielsweise dazu, das Amplifi-
kat von groleren Bereichen der Primersequenz zu be-
freien. Nukleotidbausteine, sei es im Primer oder bei
den zu selektierenden Nukleinsduren, kénnen beispiel-
sweise mittels Fluoreszenzfarbstoffen markiert sein.

Als Fluoreszenzfarbstoffe seien belspielsweise
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genannt: Alexa® Fluor 488, Fluor 532, Fluor 546, Fluor
568, Fluor 594, Oregon Green 488, Fluorescein, Rho-
damine 6G, Tetramethylrhodamine, Rhodamine B und Texas
Red. Das Amplifikat kann auch durch zwei verschiedene

5 chemische Modifikationen an verschiedenen Enden marki-
ert sein, sofern die bei der Modifikation eingefiihrten
Gruppen geeignet sind, als Liganden jeweils an einer
unterschiedlichen Affinitdtsmatrix gebunden werden zu
kénnen.

10

Bevorzugt ist es, wenn die Nukleinsiduren filir das
physikochemische Trennungsverfahren funktionalisiert
sind. Wenn als physikochemisches Verfahren beispiels-
weise ein elektrophoretisches Verfahren eingesetzt

15 wird, so kénnen die Nukleinsduren (der diversen Spe-
zles) mit einer eine elektrische Ladung tragenden

Gruppe ausgestattet sein.

Im Folgenden wird die Erfindung anhand von nicht lim-

20 itierenden Ausfihrungsbeispielen ndher erl&utert.

Beispiel 1: Selektion durch Laufweg-Trennmethoden

25 Eine auf Ubliche Weise erstellte Nukleinsidurebiblio-
thek wird auf ein geeignetes Gel, z.B. Agarosegel,
aufgetragen. Nach Erwdrmung zum Aufschmelzen eventuell
doppelstrédngiger Nukleinsduren wird bei 4°C elektro-
phoretisch getrennt, und zwar in einer Raumdimension,

30 dem Laufweg. Dann wird das Gel in Streifen in Richtung
parallel zur Laufrichtung geschnitten und ein, mehrere
oder alle Streifen werden mit Targetmolekiilen inku-

biert. Ein so erhaltener Streifen mit Komplexen wird
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auf ein gleichartiges zweites Agarosegel gebracht und
mittels mechanischer und/oder physikochemischer Metho-
den werden die Komplexe des Streifens auf das zweite
Gel tibertragen. Dann wird unter gleichen Bedingungen

5 nochmals elektrophoretisch getrennt, wobei die Lauf-
richtung orthogonal zur Léngserstreckung des aufge-
brachten Streifens liegt, i.e. in einer zweiten Raum-
dimension. Nukleinsduren, welche keine Komplexe
gebildet haben, liegen dann in dem zweiten Gel auf

10 einer Diagonalen. Das zweite Gel wird in Streifen
geschnitten, deren Lidngserstreckung orthogonal zu
jener des aufgebrachten Streifens ist. Aus einem so
erhaltenen Streifen des zweiten Gels wird jener
Bereich herausgetrennt, der dem Laufwegfenster des dem

15 Streifen zugeordneten Teiles des aufgebrachten
Streifens entspricht. Der Rest des Streifens wird ge-
sammelt und einer Dissoziationsverfahrensstufe sowie

einer Amplifikationsverfahrensstufe unterworfen.

20

Beispiel 2: Selektion durch Laufzeit-Trennmethoden.

Eine auf Ubliche Weise erstellte Nukleinsdurebiblio-
thek wird auf eine geeignete HPLC aufgetragen. Dann

25 wird eine Trennung der Nukleinsduren in einer Zeitdi-
mension, der Laufzeit, durchgefiihrt, wobei in
~definierten Laufzeitfenstern Fraktionen aufgefangen
werden. Eine solche Fraktion wird dann mit den Target-
molekiilen auf geeignete Weise inkubiert. Die inkubier-

30 ten Fraktionen werden jeweils sodann unter gleichen
Bedingungen nochmals getrennt, i.e. in einer zweiten
Zeitdimension. Von den so erhaltenen Fraktionen der

zweiten HPLC werden jene Fraktionen verworfen, deren
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Laufzeit der Laufzeit der aufgegebenen Fraktion ent-
spricht. Die verbleibenden Fraktionen der zweiten HPLC
werden gesammelt und einer Dissoziationsverfahrens-
stufe sowie einer Amplifikationsverfahrensstufe unter-~
worfen. Entsprechendes wird fir alle Fraktionen der

ersten HPLC durchgefihrt.
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Patentanspriche:

1) Verfahren zur Selektion hochaffin an ein Target-
molekiil bindender Nukleinsduren aus einem Gemisch
von Nukleinsduren durch zweidimensionale Auftren-

nung mit den folgenden Verfahrensschritten:

a) das Gemisch aus Nukleinsduren wird einem
physikochemischen Trennungsverfahren unterwor-
fen, wobei ein Set von Nukleinsduregemischfrak-
tionen erhalten wird, und wobei jeder
Nukleinsduregemischfraktion ein Laufparameter-

fenster zugeordnet wird,

b) eine Nukleinsduregemischfraktion wird mit ‘den
Targetmoleklilen kontaktiert, wobei ein
Bindungsmix mit Nukleins&ure/Targetmolekiil-

Komplexe erhalten wird,

c) das Bindungsmix aus Stufe b) wird dem gleichen
physikochemischen Trennungsverfahren wie in
Stufe a) unterworfen, wobei Nukleinsiure/Tar-
getmolekiill-Komplexe, deren Laufparameter auBer-
halb des Laufparameterfensters liegt, selek-

tiert werden.

2) Verfahren nach Anspruch 1, wobei anschlieBend an
Stufe c) eine Trennungsverfahrenstufe d) durchge-
fihrt wird, in welcher die Nukleinsduren selek-
tierter Nukleins&dure/Targetmolekiil-Komplexe von den

Targetmolekililen getrennt werden.
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Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die selek-

tierten Nukleins&duren amplifiziert werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei
die Nukleinsduren fiur das physikochemische Tren-

nungsverfahren funktionalisiert sind.

Nukleins&duren oder Nukleinsiuregemische erhiltlich
durch ein Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis
4,

Verwendung von Nukleinsduren oder Nukleinsidure-
gemischen nach Anspruch 5 in Testkits zum Nachweis
von fir eine Erkrankung, einem funktionalen Zustand
oder das Risiko einer Erkrankung charakteristische
Markersubstanzen oder zur Herstellung von phar-

mazeutischen Zusammensetzungen.
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