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Patentanspriiche:

1. Verfahren zum Nachwaeis von Biomolekiilen mittels markierter molekularer Sonden,
gekennzeichnet dadurch, daB in Lésung befindliche, im Gel enthaltene oder an eine feste Phase |
gebundene Biomolekiile von einer an ain Enzym gekoppelten molekularen Sonde erkanntwerden,
das an die molekulare Sonde gekoppelte oder abgespaltane Enzym mit einem Substrat in
Anwesenheit eines Cosubstrates zur Reaktion gebracht und das umgesetzte Substrat an einer
festen Phase Il oder Ill nachgewiesen wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daR der Nachweis der Biomolekiile in
folgendan Schritten durchgefiihrt wird:

a) Erkennungsschritt, in dem die durch ein gekoppeltes Enzym markierte molekulare Sonde an
das in Lésung befindliche, im Gel enthaltene oder an eine feste Phase | gebundene Biomolekii!
mit dafiir spezifischer Affinitit angelagert wird;

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

¢) Enzymreaktionsschritt, in dem das Substrat in Anwesenheit eines Cosubstrates durch das
Enzym umgesetzt wird;

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

e) Auswertungsschritt, in dem das umgesetzte Substrat an einor festen Phase Il oder il gemessen
oder durch geeignete Nachweisverfahren nachgewiesen wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2, gekennzeichnet dadurch, daR
- im Erkennungsschritt a) Biomolekiile in Gelen oder anderen Trenn- und Trégermaterialien

aufgetrennt werden und die die Biomolekiile enthaltenden Trenn- und Trégermaterialien mit
einer die enzymgekoppelten molekulare Sonde enthaltenden Lésung in Kontakt gebracht
werden, webei Biomolekiil und markierte molekulare Sonde zu einem Komplex aus Biomolekiil
und enzymgekoppelter Sonde im Gel oder Trenn- und Trigermaterial umgesstzt werden;

— im Waschsichritt b) iberschiissige markierte molekulare Sonde aus dem Gel oder Trenn- und
Trégermaterial ausgewaschen wird;

- im Enzymreaktionsschritt c) das Gel oder Trenn- und Tragermaterial mit einem zweite n Gel oder
Trenn- und Trégermaterial, das das Substrat und das Cosubstrat enthélt, in Kontakt gebracht
und das Substrat umgesetzt wird;

- im Trennschritt d) das zweite Gel oder Trenn- und Tragermaterial mitd ym umges .tzten Substrat
mit einer festen Phase !ll in Kentakt gebracht und das umgesetzte Subsitrat an inr gebunden
wird; und nach Waschschritten

— im Auswertungsschritt e) das umgesetzte Substrat auf der festen Phase Il durch Messung der
Radioak:ivitdt oder durch Autoradingraphie oder ein anderes Verfahren nachgewiesen wird.

4. Verfahrennach Anspruch 3, gekennzeichnet dadurch, daf3 nach den Schritten a und b das Gel oder
Trenn- und Tragermaterial, das den Komplex aus Biomolekiil und enzymmarkierter molekularer
Sonde enthilt, mit einer festen Phase 1, an die dus Substrat gebunden ist, in Gegenwart eines
Cosubstrates in Kontakt gebracht und das enzymatisch umgesetzte Substrat auf der festen Phase |l
nachgewiesen wird,

5. Verfahren nach Anspruch Z, gekennzeichnet dadurch, dafl
- sichim Erkennungsschritt a) die an ein Enzym gekoppelte molekulare Sonde und das Biomolekiil

in Lésung befinden und dort aneinander angelagert werden;

— im Waschschritt b) (iberschiissige markierte molekulare Sonde abgetrennt wird;

— im Enzymreaktionsschritt c), in dem das Enzym des Komplexes aus Biomolekdl und markierter
molskularer Sonde in L.osung mit dem Substrat in Gegenwart des Cosubstrates zur Reaktion
gebracht wird;

~ im Trennscl.ritt d} die Abtrennung des enzymatisch umgesetzten Substrates vom
uberschiissigen Cosubstrat durch eine das Substrat selektiv bindende feste Phase IIf
durchgefihrt wird; und

- im Auswertungsschritt e) das umgesetzte Substrat an der festen Phase Il gemesseh oder
autoradiographisct bestimmt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 2, gekennzeichnet dadurch, daR
- imErkennungsschritt a) die durch ein gekoppeltes Enzym markierte molekulare Sonde an das an

eine feste Phase | gebundene Biomolekiil angelagert wird;
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- im Waschschritt b) Giberschiissige markierte molekulare Sonde ausgewaschen und/oder
abgetrennt wird;

- im Enzymreaktionsschritt c) das Enzym des an eine feste Phase | gebundenen Komplexes aus
Biomolskiil und markierter molekularer Sonde mit in Lsung befindlicham Substrat und
Cosubstrat zur Reaktion gebracht wird;

~ im Trennschritt d) nicht umgesetztes Cosubstrat und ggf. Substrat abgetrennt und umgesetztes
Substrat an eine feste Phase lll gebunden wird;

- im Auswerturgsschritt das umgesetzte Substrat an der festen Phase Ill gemessen oder
autoradiographisch bestimmt wird.,

. Verfahren nach Anspruch 6, gekennzeichnet dadurch, daf die feste Phase | mit daran gebundenem

Biomolekiil und an dieses arigelagerter markierter molekularer Sonde nach den Schritten a und b)
im Enzymreaktionsschrittc) miteinem Gel oder einem anderen Trenn- und Triagermaterial, in dem
sich Substrat und Cosubstrat befinden, {iberschichtet wird und anschlieRend im Trennschritt aus
dem Gel oder Trenn- und Trégermaterial das umgesetzte Substrat auf eine feste Phase ||
Ubertragen und im Auswertungsschritt e) dort nachgewiesen wird.

. Verfahren nach Anspruch 2, gekennzeichnet dadurch, daR

— imErkennungsschritt a) die durch ein gekoppeltes Enzym markierte molekulare Sonde an das an
eine feste Phase | gebundene Biomolekiil angelagert wird;

~ im Waschschritt b) Giberschiissige markierte molekulare Sonde ausgewaschen und/oder
abgetrennt wird;

— im Enzymreaktionsschritt c) das Enzym des an eine feste Phase | gebundenen Komplexes aus
Biomolekiil und markisrter molekularer Sonde mit einem an eine feste Phase !l gebundenen
Substrat in Gegenwart eines sich in Lésung befindlichen Cosubstrates zur Reaktion gebracht
wird;

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

— im Auswertungsschritt e) das umgesetzte Substrat an der festen Phase Il gemessen oder :
autoradiographisch bestimmt wird.

Verfahren nach Anspruch 2 bis 8, gekennzeichnet dadurch, daR im Erkennungsschritt a) das

Biomolekiil in einem oder mahreren Erkennungssystsmen und in einer oder mehreren

Reaktionsstufen zunachst von einem oder mehreren Molekiilen mit spezifischer Affinitit erkannt

oder mit einem oder mehreren Molekiilen umgesetzt wird und die mit einem Enzym gekoppslte

molekulare Sonde mit mindestens einem dieser Molekiile zur Reaktion gebracht wird.

Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 6 bis 8, gekennzeichnet dadurch, daR als feste Phase!, an die das

Biomolekiil gebunden ist, ein kovalent bindender, ionisch bindender oder iiber elektrostatische

Wechselwirkungen bindender Trager eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 10, gekennzeichnet dadurch, dal als Trager Nitrocellulose,

Polyvinylidenfluorid, Polyamid, geladenes Polyamid, Diazobenzyloxymethylceliulose,

Diethylaminoethylcellulose, durch Cyanurchlorid aktivierte Cellulose, aktiviertes Polystyren oder

chemisch aktiviertes Glas verwendet wird.

. Verfahren nach Anspruch 10 und 11, gekennzeichnet dadurch, daR die feste Phase | in Form eines

Flachenmaterials eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1, 2, 4 und 8, gekennzeichnet dadurch, daR als feste Phase Il ein das
Substrat bindender Trager eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 13, gekennzeichnet dadurch, daB als Substrat bindender Trager ein
kovalent bindender, ionisch bindender oder iiber elektrostatische Wechselwirkungen bindender
Trdger eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 14, gekennzeichnet dadurch, daR als Trager Nitrocellulose,
Polyvinylidenfluorid, Polvamid, geladenes Polyamid, Diazobenzyloxymethylcellulose,
Diethylaminoethylcellulose, durch Cyanurchlorid aktivierte Callulose, aktiviertes Polystyren,
chemisch aktiviertes Glas, Phosphorcellulose, Carboxymethylcellulose oder durch Cyanurchlorid
und eing Verbindung, die eine Aminogruppe und eine Carbonséure-, Phosphorsiure- oder
Sulfonséduregruppe aufweist, modifizierte Cellulose eingssetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 13, gekenrizeichnet dadurch, daR dis feste Phase |l in Form eines optisch
durchldssigen Materials eingesetzt wird.
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Verfahren nach Anspruch 13, gekennzeichnet dadurch, daf die feste Phass Il in Form eines
Flachenmaterials eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 3 und 5 bis 7, gekennzeichnet dadurch, daB als feste Phase Il ein
das Substrat und/oder das enzymatisch umgesstzte Substrat selektiv bindendes Gal, Trenn- oder
Trégermaterial eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 18, gekennzeichnet dadurch, daf als selektiv bindendes Gel, Trenn-
oder Trégermaterial ein kovalent bindender, ionisch bindender oder iber elektrostatische
Wechselwirkungen bindender Trager eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 19, gekennzeichnet dadurch, daR als Trager Nitrocellulose,
Polyvinylidenfluorid, Polyamid, geladenes Polyamid, Diazobenzyloxymethylcellulose,
Diethylaminosthylcellulose, durch Cyanurchlorid aktivierte Cellulose, aktiviertes Polystyren,
chemisch aktiviertes Glas, Phosphorcelluloss, Carboxymethylcellulose oder durch Cyanurch'orid
und eine Verbindung, die eine Aminogruppe und eine Carbonsdure-, Phosphorsiure- oder
Sulfonséuregruppe aufwsist, modifizierte Cellulose eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 18, gekennzeichnat dadurch, daR die feste Phase Il in Form sines
optisch durchldssigen Materials verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 18, gekennzeichnet dadurch, daf die feste Phase || in Form eines
Flachenmaterials verwendet wird,

Verfahren nach Anspruch 2, 16 und 21, gekennzeichnet dadurch, dal der Auswertungsschritt a)
an optisch durchldssigen Materialien nach nichtradioaktiven Verfahren mittels optischer
Methoden durchgefiihrt wird.

. Verfahren nach Anspruch 6 bis 8, gekennzeichnet dadurch, da8 die Biomolekiile auf die feste

Phase Idurch Tiipfeln oder nach Auftrennung in Gelen oder anderen Trenn- und Tragermaterialien
durch Blottingverfahren aufgebracht werden.

. Verfahren nach Anspruch 2 bis 8, gekennzeichnet dadurch, dal? der Enzymreaktionsschritt ¢) mit

dem an die molekulare Sonde gekoppelten Enzym oder mitdem von dieser abgespaltenen Enzym’
durchgefihrt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, gekennzeichnet dadurch, daf als molaekulare Sonde, die an ein
Enzym gekoppelt ist, ein mono- oder polykionaler Antikdrper, ein Antiserum, ein Protein, ein
Peptid, eine sinzelstrangige, doppelstrangige oder partiell doppelstrangige DNS oder sin
Fragment davon, ein Oligodesoxyribonucleotid, eine RNS oder ein Fragment davon, ein
Oligoribonucleotid, ein Protein mit spezifischer Affinitat zu einem anderen Biomolekiil oder eine
chemische Verbindung mit Affinitat zu einem Biomolekiil eingesetat wird.

Verfahren nach Anspruch 26, gekennzelchnet dadurch, dafd das Protein mit spezifischer Affinitat
zu einem anderen Biomolekil Avidin oder Streptavidin ist.

Verfahren nach Anspruch 26, gekennzeichnet dadurch, daf als chemische Verbindung mit
Affinitat zu einem Biomolekiil Biotin verwendet wird. '

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daf als enzymgekoppelte molekulare
Sonde eine an das Enzym kovalent gekoppelte Sonde eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 29, gekennzeichnet dadurch, daR als enzymgekoppelte Sonde eine
mittels Glutaraldehyd, Benzochinon, Bis-succinimidylestern, Bisimidaten oder Aziden gekoppelte
molekulare Sonde eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch,daf als enzymgekoppelte molekulare Sonde
eine Uber ionische Bindungen gekoppelte molekulare Sonde eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 31, gekennzeichnet dadurch, daR als enzymgekoppelte molekulare
Sonde eine (iber Polyethylenimin gekoppalte molekulare Sonde eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daf3 als enzynigekoppelte molekulare
Sonde eine Gber hydrophobe oder andere elektrostatische Wechselwirkungen gekoppelte
molekulare Sorde eingesetzt wird.

Verfakren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daR als markierte molekulare Sonde ein
Fusionsprotein aus Enzym und molekularer Sonde verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 29, gekennzeichnet dadurch, daR die kovalent gekoppelte molekulare
Sonde vom Enzym abspaltbar ist.

Verfahren nach Anspruch 35, gekennzeichnet dadurch, daR die Abspaltung photochemisch oder
reduktiv durchgefiihrt wird.

Verfahren nach Anspruch 1,25und 29 bis 33, gekennzeichnet dadurch, daR als enzymgekoppelte
mclekulare Sonde eine an das Enzym reversibel gekoppelte molekulare Sonde eingesetzt wird.



38.
39.
40,
41,
42,
43,
44,
45.
46.
47.
48.
49,
50.
51,
52,
53.
54,
55,
56.
57.

68.

59.
€0.
61.
62.
63.
64.

65.

-4- 281420

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, gekennzeichnet dadurch, daR als Enzym eine Transferase
(E.C. 2) eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 38, gekennzeichnet dadurch, daR als Enzym eine Acyltransferase
(E.C. 2.3) eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 38, gekennzeichnet dadurch, daR als Enzym eine Phosphor enthaltende
Gruppen (ibertragendes Enzym (E.C. 2.7) eingasetzt wird,

Verfahren nach Anspruch 40, gekennzeichnet dadurch, daR als Phosphor enthaltende Gruppen
ubertragendes Enzym eine Aminoglucosid-Phosphotransferase (E.C. 2.7.1) eingesetzt wird.
Verfahren nach Anspruch 41, gekennzeichnet dadurch, daB als Aminoglucosid-
Phosphotransferase eine Kanamycin-Phosphotransferase (E.C. 2.7.1.95) eingesstzt wird,
Verfahren nach Anspruch 40, gekennzeichnet dadurch, daf als Phosphor enthaltende Gruppen
tibertragendes Enzym eine Proteinkinase (E.E. 2.7.1) cingesstzt wird.

Verfahren nach Anspruch 40, gekennzeichnet dadurch, daB als Phosphor enthaltende Gruppen
{ibertragendes Enzym eine T4-Polynucleotid-Kinase (E.C. 2.7.1.78) eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 40, gekennzeichnet dadurch, daR als Phosphor enthaltende Gruppen
Ubertragendes Enzym eine Nucleotidyltransferase (E.C. 2.7.7) eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 45, gekennzelchnet dadurch, daR als Nucleotidyltransferase aine DNS-
Polymerase (E.C. 2.7.7.7) eingesetzt wird.

\'erfahren nach Anspruch 45, gekennzeichnet dadurch, daB als Nucleotidyltransferase eine
Polynucleotid- Adenyltransferase (E.C. 2.7.7.19) eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 45, gekennzeichnet dadurch, daR als Nucleotidyltransferase eine DNS-
Nucleotidylexotransferase (E.C. 2.7.7.31) eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 45, gekennzeichnet dadurch, daR als Nucleotidyltransferase eine
Revertase (E.C. 2.7.7.49) eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, gekennzeichnet dadurch, daR als Enzym eine Ligase {E.C. 6)
eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 50, gekennzeichnet dadurch, daB als Ligase ein Phosphorester
bildendes Enzym (Repair-Enzyme) (E.C. 6.5) eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 51, gekennzeichnet dadurch, daR als Phosphorester bildendas Enzym
eine DNS-Ligase (E.C. 6.5.11) eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, gekennzeichnet dadurch, daR als Substrat Chloramgphenicol
eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9 und 41, gekennzeichnet dadurch, daR als Substrat ein
Aminoglucosid- Antibiotikum eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9 und 42. gekennzeichnet dadurch, daR als Substrat Kanamycin,
Neomycin, Gentamycin oder Paromomycin eingesstzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9 und 43, gekennzeichnet dadurch, daR als Substrat
phosphorylierbare Proteine eingesetzt werden.

Verfahren nach Anspruch 56, gekennzeichnet dadureh, daB als phosphorylierbare Proteine
Histone eingesetzt werden.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9 und 44, gekennzelchnet dadurch, da® als Substrat eine RNS,
DNS, ein Desoxyribo- oder Ribooligonucieotid oder sin Desoxyribo- oder Ribopolynuclaotid
eingesetzt wird.

Vurfahrar nach Anspruch 1 bis 9 und 46, gekennzeichnet dadurch, da® als Substratr sine
doppelstrangige DNS singesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9 und 47, gekennzeichnet dadurch, daR als Substrat eine RNS
eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9 und 48, gekennzeichnet dadurch, daR als Substrat eine
einstringige oder doppelstringige DNS eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9 und 49, gekennzeichnet dadurch, daB als Substrat eine
einstrdngige DNS und ein Starter {primer) eingesetzt werden.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9 und 52, gekennzeichnet dadurch, daB als Substrat gine
doppelstréngige DNS eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1bis 9, 39 und 53, gekennzeichnet dadurch, daR als Cosubstrat ein *C-
oder *H-markiertes Acetat eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, 41 bis 44 und 54 bis 58, gekennzeichnet dadurch, daR als
Cosubstrat ATP und/oder gamma-"2P-ATP eingesetzt werden.
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66. Verfahren nach Anspruch 1bis 9, 46, 48, 49, 59, 61 und 62, gekennzeichnet dadurch, daB als
Cosubstrat ein Gemisch der vier Desoxyribonucleosidtriphosphate singusetat wird, wobaei sines
oder mehrere Desoxynucleosidtriphosphate in alpha-Stellung durch 3P markiert sind.

67. Verfahren nach Anspruch 1bis 9, 47 und 60, gekennzeichnet dadurch, daB als Cosubstrat alpha-
¥P-ATP oder ein Gemisch aus alpha®P-ATP und ATP singesetzt wird.

68. Verfahren nach Anspruch 1-9, 46, 48, 49, 59, 61 und 62, gekennzeichnet dadurch, daB als
Cosubstrat ein durch S, *H oder '%| markiertes Desoxynucleosidtriphosphat oder ein Gemisch
von markierten und ggf. unmarkierten Desoxynucleosid-triphosphaten eingesstzt wird.

69. Verfahren nach Anspruch 1 bis 9, 46, 48, 49, 59, 61 ur.d 62, gekennzeichnet dadurch, daB als
Cosubstrat ein biotinyliertes Desoxynucleosidtriphosphat eingesetzt wird.

70. Verfahren nach Anspruch 1 bis 9 und 52, gekennzeichnet dadurch, daB als Cosubstrat DNS oder
markierte DNS und/oder Desoxyribopolynucleotide eingesetzt werden.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Diese Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachwaeis von Biomolekilen mit gesteigarter Empfindlichkeit, das vor allem in der
Molekularbiologie, aber auch in der Genetik, der Biotechnologie, der Phytopathologie, der Landwirtschaft, Medizin und
Veterindrmedizin angewendet werden kann.

Charakteristik des bekannten Standes der Technlk

Die Kopplung von molekularen Sondep an Enzyme (siehe 2.8, S.Avrameas, T.Ternynck, J.-L.. Guesdon, Scand. J. Immunol.
{1978) 8, 7-23) und der Nachwaeis vonegiomolekiilen mittels enzymgekoppelter Sonden (siehe z.B. Immunoenzymatic
Techniques, Hsrg. S. Avrameas et al., Elsavisr Science Publishers B.V., Amsterdam, 1983} ist bekannt. Dabei wurde bisher nur
eine sehr begrenzte Anzahl von Enzymen zu Nachweisverfahren herangezogen (z.B. Peroxidase, alkalische Phosphatase,
Glactosidase, Glucoamylase, Glucoseoxidase, Glucoronidase, Lactatdehydrogenase, Ribonucluase, Tyrosinase). Ein Grund fiir*
diesa Einschrdnkungen ist die schlechte Nachweismoglichkeit fiir andere Substrate. So wurden vorwiegend Substrate
verwendet, die nach der Enzymreaktion farbige Reaktionsprodukte ergaben,

Bei Nachweisverfahren fiir Biomolekiile, die an feste Phasen gebunden sind, mittels enzymgekoppelter Sonden erfolgte der
Nachweis des umgesetzten Substrates bisher stets auf der gleichen festen Phase, auf der sich auch das Biomolekiil befand. Die
Nachweisempfindlichkeit dieser Verfahren, bei denen meist wasserunidsliche, farbige Reaktionsprodukte der Substrate auf dem
Tragermaterial abgeschieden wurden, ist gering.

Speziell zum Nachweis von Nucleinsauresequenzen aus minimalen Mengen biologischen Materials werden wesentlich
empfindlichere Methoden benétigt.

Bisher war es nicht méglich, Biomolekiile durch enzymgekoppelte Sonden auf einer vom Biomolekil unabhingigen
Trigerschicht nachzuweisen.,

Zie!l der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, ein Verfahren zum Nachweis von Biomolekiilen mit gesteigerter Empfindlichkeit zur Verfiigung zu
stellen.

Darlegung des Wesens dar Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zum Nachweis von Biomolakiilen zu entwickeln, bei dem durch die Verwendung an
molekulare Sonden gekoppelter Enzyme und einer speziellen festen Phase zur Bindung und zum Nachwais des umgesetzten
Substrates eine héhere Empfindlichkeit als bisher erreicht wird.

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe dadurch gel6st, daB Riomolekiile, die sichin Lésung befinden, im Gel enthalten oder an eine
feste Phase | gebunden sein kénnen, vor einer an ein Enzym gekoppelten molekularen Sonde erkannt werden, das an die
molekulare Sonde gekoppelte oder abgespaliene Enzym mit sinem Substratin Anwesenheit eines Cosubstrates zur Reaktion
gebracht und das umgesetzte Substrat an einer festen Phass Il oder Il nachgewiesen wird,

Curch das erfindungsgeméBe Verfahren wird erstmalig eine Methode zur Verfligung gestellt, durch die Erkennungsschritt und
Nachweisschritt in Nachweisverfahren von Biomolekiilen unter Beteiligung von Enzymen an varschiedenen Phasen, z.B. zwei
Flichentragern, durchgefiihrt werden und dadurch an der zweiten Phase die Verstirkungsmaglichkeiten durch die
Enzymreaktion voll ausgeschépft werden kénner.

Fur das erfindungsgemaRe Verfahren sind nun eine ganze Reihe von Varianten maglich, die jedoch alle in prinzipiellen Schritten
ablaufen. Der Nachweis der Biomolekiile erfolgt erfindungsgemaB deshalb in folgenden Schritten:
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a) Erkennungsschritt,in dem die durch ein gekoppsltes Enzym markisrte molekviare Sonde an das in Lésung befindliche, im Gel
enthaltene oder an eine feste Phase | gebundene Biomolekil mit dafiir spezifischer Affinit4t angelagert wird;
b} Waschschritt, in dem iiberschiissige markierte molekulare Sonde ausgewaschen und/oder abgetrennt wird;
¢} Enzymreaktionsschritt, in dem das Substrat in Anwesenheit eines Cosubstrates durch das Enzym umgasetzt wird;
d) Trennschritt, in dem nicht umgesetztes Cosubstrat und ggf. Substrat ausgewaschen oder abgetrennt wird;
8) Auswertungsschritt, in dem das umgesetzte Substrat an einer festen Phase fl oder I gemessen oder durch geeignete
Nachwaisverfahren nachgewiesen wird.
Innerhalb eines jeden dieser Schritte sind auf Grund der vielfaltigen Techniken zum Nachweis von Biomolskiilen wiederum sine
Reihe von Variationen méglich. Soist es z.8. denkbar, daR das nachzuweisende Biomolekiil in Losung oder an einer festen Phase
gebunden vorliegt. Dabei kann die feste Phase nicht nur ein tejlchenférmiger oder Flachentrdger sein, sondern auch ein Gel, in
dem die Biomolekiile frei bsweglich sind, aber nicht gebunden vorlisgen. Als Gele kommen die in der Molekularbiologie haufig
verwendeten Agarasegele und Polyacrylamid-Gele in Betracht, die in der Regel zu Trennoperationan verwendet werden.
Eine Vielfalt von Variationen sind in den Waschschritten und in den Trennschritten mdglich, da unter diesen eins Anzahl von
Einzalschritten zusammengefaBt sind, die nach bekannten Methoden durchgefiihrt werden, So kénnen z.B. Waschungen an
fester Phase mit verschiedenen, auf das System eingesteliten Puffern durchgefiihrt werden. Es kann aber auch notwendig
waerden, eine oder mehrere Komponenten abzutrennen, was mittels Saulen, Trenngelen oder durch sine chromatographische
Methode erfolgen kann. Andererseits ist es méglich, nur den Komplex von Biomolekiil und an das Enzym gekoppelter Sonde
abzutrennen und dannim Enzymreaktionsschritt nachzuwaisen. Es ist sogarmdglich, in einem dieser Schritte das Enzym wieder
von der Sonde abzuspalter und dann nur das System auf Grund seiner Reaktion mit Substrat und Cosubstrat an einer festen
Phase nachzuweisen. )
Folglich existieren auch vielféltige Maglichkeiten zur Ausgestaltung des Enzymreaktionsschrittes. Dieser kann ebenfalls in
Ldsung stattfinden, er kann an einer festen Phase oder in sinem Gel durchgefiihrt werden, Wird der Enzymreaktionsschrittz.B. in
Losung durchgefiihrt, muB anschlieBend das Umsetzungsprodukt des Substrates an eine feste Phase gebunden und dort
nachgewiesen werden, Das bedsutet, daB ein Trégermitte! zur Verfiigung gestellt wird, das das umgesatzte Substrat selektiv
bindet. Wenn jedoch der Enzymreaktionsschritt bereits an festar Phase durchgefthrt wird, d. h. das Substrat und/oder das
Enzym, das noch an den Komplex aus Biomolekiil und molekularer Sonde gekoppelt oder bereits von ihm abgespalten ist,
befinden sich an sinem festen Tréger, dann wird das Substrat an der festen Phase umgesetzt und anschlieBand, wobsi nicht
umgesetztes Cosubstrat sorgfiltig abgetrennt werden muB, dort nachgewiesen. Auch wenn das Enzym, das von dem Komplex
aus Biomolekil und molekularer Sonde abgespalten worden ist, in Lésung vorliegt oder in einem Gel eingeschlossen ist, kann
diese Umsetzung an einer festen Phase erfolgen und das umgesetzte Substrat dann an dieser nachgewiesen werdsn, Die .
Abtrennung des nicht umgesetzten Substrates kann dabei ebenfalls erfolgen, sie ist jedoch in den meisten Fillen nicht notig.
Einige der bevorzugt durchgefiihrten Varianten werden im Folgenden niher beschrieben.

Variante |

a) Biomolekiile werdan in Gelen oder anderen Trenn- und Trigermaterialien aufgetrenntund die die Biomolekiile enthaltenden
Gela oder anderen Trenn- und Trigermaterialien werden mit einer Lésung, die eine an ein Enzym gekappeite molekulare
Sonde enthalt, in Kontakt gebracht, wobei Biomolekiil und Sonde miteinander reagieren, so daB ein Komplex aus Biomolekiil
und enzyimgekoppelter molekularer Sende im Gel entsteht {Erkennungsschritt);

b) im Waschschritt wird die iiberschiissige markierte molekulare Sonde aus dem Gel ausgewaschen oder abgetrennt;

¢} im Enzymreaktionsschritt wird das Gel mit einem zweiten Gel oder Trenn- und Trigermaterial, das das Substrat und das
Cosubstrat enthilt, in Kontakt gebracht und das Substrat umgesetat;

d) im Trennschritt wird das zweite Gel oder Trenn- und Trigermaterial mit dem umgesetzten Substrat mit einer festen Phase |l
in Kontakt gebracht und das umgesetzte Substrat selektiv an ihr gebunden;

e} nach Was~hschritten wird im Nachweisschritt das umgesetzte Substrat auf der festen Phase Il durch Messung der
Radioaktivitét, durch Autoradiographie oder ein anderes geeignetes Nachweisverfahren nachgewiesen.

In einer speziellon Ausfiihrungsform dieses Verfahrens wird nach den Schritten a und b dus Gel. das den Komplex aus

Biomolekiil und markierter molekularer Sonde enthilt, mit einer festan Phase Il, an die ein Substrat gebunden ist, in Gegenwart

eines Cosubstrates in Kontakt gebracht und das enzymatisch umgesetzie Substrat an der festen Phase Il nachgewiesen.

Diese spezielle Ausfihrungsform 138t sich auch als Enzymtest zum Nachweis der Wirksamkeit des Enzyrns verwenden, so dal

dadurch eine weitere Anwendungsmaéglichkeit des erfindungsgemaBen Verfahrens gegeben ist.

Variante |}

a) Im Erkennungsschritt befinden sick: die an ein Enzym gekoppelte molekulare Sonde und das Biomolekiil in Lésung und
werden dort aneinander angelagert;

b) im Waschschritt wird iiberschiissige markierte molekulare Sonde abgetrennt;

¢} im Enzymreaktionsschritt wird das Enzym des Komplexes aus Biomolekiil und markierter molekularer Sonde in Lésung mit
dem Substrat in Gegenwart des Cosubstrates zur Reaktion gebracht;

d) irn Trennschritt wird die Abtrerninung des enzymatisch umgesetzten Substrates vom (iberschiissigen Cosubstrat durch eine
das Substrat selektiv bindende feste Phase lll durchgefiihrt; und

@) im Auswartungsschritt wird das umgesetzte Substrat an der festen Phase l| gemessen oder autaradiographisch bestimmt.

Der Schritt b), d. h. die Abtrennung der Gberschiissigen markierten molekularen Sonde, kann z.8. an Séulen, insbesondere

Affinititssdulen, oder an Teilchensuspensionen mit einer Affinitatswirkung erfolgen.

Der Enzymreaktionsschritt kann nach dieser Variante mit dem Enzym, das sich gekoppelt an der Sonde und diese wiederum

angelagert an uas Biomolekil befir let, erfolgen, oder das Enzym kann durch einen zwischengeschalteten Schritt von dem

Komplex aus Sonde und Biomolekul abgespalten werden. Dabei kann diese Spaltung sowohl an der urspringlichen

Bindungsstelle von Enzym und molekularer Sonde erfolgen (d. h., es ist eine reversible Bindung) oder es kann in der Molakilkette

{.spacer”-Molekiil), die zur Kopplung von Enzym und molekularer Sonde verwendet worden ist, gespalten werden. Eine solche

Spaltung ist natirlich nicht nur in dieser Variante méglich, sondern kann auch in anderen Varianten des erfindungsgemi@Ben

Verfahrens durchgefuhrt werden.
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Variante |li

a) Im Erkennungsschritt wird die durch sin gekoppeites Enzym markierte molekulare Sonde an das an eine feste Phase |
gebundene Biomolekiil angelagert;

b) im Waschschritt wird tiberschiissige markierte molekulare Sonde ausgewaschen und/oder abgetrennt;

¢) im Enzymreaktionsschritt wird das Enzym des an eins feste Phase | gebundenen Komplexes aus Biomolekiil und markierter
molakularer Sonde mitin Losung befincllichem Substrat und Cosubstrat zur Reaktion gebracht;

d) im Trennschritt wird nicht umgesetztes Cosubstrat und ggf. Substrat abgstrennt und umgesetztes Substrat an eine feste
Phase lIl gebunden; und

8) im Auswertungsschritt wird das umgesetzte Substrat an der festen Phase lll gemessen oder autoradiographisch bestimmt.

Nach dieser Variant:s befindgn sich sowohl das Biomolekiil, an das die molekulare Sonde angelagert wird, als auch das

umgesetzte Substrat jeweils an einer festen Phase, Diese festen Phasen kénnen gleich sein, sind dabei aber immer dem

speziellen Biomolekil und dem umgesetzten Substrat angepaBt.

Der Enzymreaktionsschritt kann wieder mit dem vollsténdigen Komplex aus Biomolekiil, Sonde und gekoppeltem Enzym oder

mit dem abgespaltenen Enzym, wie es in der Variante |l beschrieben worden ist, durchgefihrt werden.

Eine weitere Variation dieser Verfahrensvariante besteht darin, daB die feste Phase | mit daran gebundenem Biomolekiil und

daran angelagerter markierter molekularer Sonde nach den Schritten a) und b) mit einem Gel oder anderen Trenn- und

Trégermaterial iiberschichtet wird, wobei sich darin Substrat und Cosubstrat befinden, so die Enzymreaktion durchgefihrt und

anschlieBend aus dem Gel das umgesetzte Substrat auf eine feste Phase lll iibertragen wird.

Variante IV
Diese Variante stelit eine bevorzugte Aufsfithrungsform des erfindungsgemiBen Verfahrens dar. Die Verfahrensschritte werden
danach wie folgt durchgefthrt:
a) Im Erkennungsschritt wird die durch ein gekoppeltes Enzym markierte molekulare Sonde an das an eine festa Phase !
gebundene Biomolekiil angelager;
b) im Waschschritt wird berschiissige markierte molekulare Sonde ausgewaschen und/oder abgetrennt;
¢) im Enzymreaktionsschritt wird das Enzym des an eine feste Phase | gebundenan Komplexes aus Biomolekiil und markierter
molekularer Sonde mit einem an eine feste Phase Il gebundenan Substrat in Gegenwart eines sich in Lésung befindlichen
Cosubstrates zur Reaktion gebracht; und
d) im Trennschritt wird tiberschiissiges Cosubstrat ausgewaschen oder abgetrennt; und
e) im Auswenrtungsschritt wird das umgesetzte Substrat an der festen Phase |l gemessen oder autoradiographisch bestimmt. .
Bei dieser Variante besteht die Moglichkeit, und das is: eine vollig neus Art der Durchfiihrung des Nachweises von Biomolekiilen,
zwei feste Tréger, inshesondere Flachentrager, miteinander in Kantakt zu bringen und durch Zugabe der Lésung eines
Cosubstrates die Enzymreaktion in Gang zu setzen. Dabei werden Fléchentriger bevorzugt, z.B. solche, wie siein der WP 254012
beschrieben worden sind. Es ist jedoch ebenfalls méglich, Teilchen miteinander umzusetzen, die unterschiedlich beschichtet
sind, unter anderem auch Latexpartikel aus Kunststoffen mit einem magnetischen Kern.
Das Enzym kann im Reaktionsschritt ¢) sowohl an die melekulare Sonde gekoppelt als auch von ihr wieder abgespalten sein.
Dieser letzte Fall ist besonders dann giinstig, wenn DNS als Substrat verwendet wird und das Enzym 2.8. eins Ligase oder ein
anderes Reparaturenzym ist.
Im Erkennungsschritt ist bei allen Verfahrensvarianten méglich, daB bereits hier eine Verzweigung dor Reaktion stattfindet oder
daB zwischen das Biomolek{l und die markierte molekulare Sonde weitere Molekiile zwischengeschaltet werden. Das kann sich
bei empfindlichen Enzymen als vorteilhaft erweisen, Esist dabei méglich, das bekannte Avidin/Biotin-System zu verwenden und
damit eine mdgliche Verstarkung bereits im Erkennungsschritt auszunutzen. Als letzte Stufe des Erkennungsschrittes erkennt
dabei die markierte molekulare Sonde nicht direkt das Biomolekiil selbst, sondern die vorhergehenden Reaktionspartner-
Molekiile der Kaskade. Folglich besteht im Erkennungsschritt die Méglichkeit, daB das Biomolekiil in einem oder mehreren
Erkennungssystemen und einer oder mehraren Reaktionsstufen zunichst von einern oder mehreren Molekiilen mit spezifischer
Affinitdt erkannt bzw. mit einem oder mehreren Molekilen umgesetzt wird und die mit einem Enzym gekoppelte molekulars
Sonde mit mindestens einem dieser Molekiile reagient.
Als feste Phasen sind eine Reihe von Materialien geeignet, die nach dem Stand der Technik bekarnt sind und als
Tragermaterialien fiir Biomolekiile eingeset2t werden. Die feste Phase |, an die das Biomolekiil gabunden ist, kann ein kovalent
bindender, ionisch bindender oder Gber elektrostatische Wechselwirkungen bindender Trager sein. Uber elektrostatische
Wechselwirkungen binden z.8. Nitrocellulose und Polyvinylidenfluorid, wihrend Polyamide (z. B. Nylon-Membranen} oder
geladene Polyamide sowie Diethylaminoethylcellulose iiber ionische Kréfte binden. Kovalent bindende Trager sind 2.B.
derivatisierte Cellulose, 2. B. Diazobenzyloxymethylcellulose, durch Cyanurchlorid aktivierte Cellulose {z.B. nach DD-
WP 220.316). Dariiberhinaus kénnen Polystyren ohne oder mit Aktivierung {z. B. durch Sulfonierung oder Aminierung/
Diazotierung) oder chemisch aktiviertes Glas verwendet werden, Bevorzugt zur Durchfithrung des erfindungsgemiRen
Verfahrens werden feste Phasen |, die in Form von Flichengetilden vorliegen.
Die feste Phase Il ist ein Tréger, der das Substrat, das wiederum vom an die molekulare Sonds gekoppelten Enzym abhinyt, zu
bindenvermag. Auchhierkénnen, in Abhéngigkeit vom Substrat, wieder kovalent bindende, tiber ionische Krifte bindende oder
Uber elektrostatische Wechselwirkungen bindende Triager eingesetzt werden, wie sie beraits genannt worden sind. Folglich
kommen {ir die fest Phase Il wiederum Nitrocellulose, Polyvinylidenfluorid, Polyamid, geladenes Polyamid,
Diethylaminoathylcellulose, durch Cyanurchlorid aktivierte Cellulose, aktiviertes Polystyren, chemisch aktiviertes Glas oder
andere derivatisierte Cellulosen in Betracht. Vor allem die ionisch bindenden Cellulosen, z.B. Phosphorcellulose (ein
Umsetzungsprodukt der Cellulose mit Phosphorsaure und daher Phosphorsduregruppen an den Anhydroglucoseeinheiten der
Cellulose), Carboxymethylcellulose oder durch Cyanurchlorid und eine Verbindung, die eine Aminogruppe und eine
Carbonséure-, Phosphorséure- oder Sulfonsduregruppe aufweist, modifizierte Cellulose, wie sie 2. B. in der WP 254012 oderim
DD-WP 237.844 beschrieben worden sind.



-8- 281420

In einer besonderen Ausfihrungsform kann die feste Phase Il in Form sines optisch durchléssigen Mediums ausgebildet sein,
2.B. einem Film, der das Substrat binden kann. Solche Materialien sind besonders zur routineméBigsn Auswertung, z.B. bei
medizinischen Bestimmungsverfahren, besonders geeignet, da eine groBe Anzahi von Proben gleichzeitig maschinall
ausgewertetwerden kann. Die faste Phase !l wird 2um Nachweis bevorzugt als Flichenmaterial eingesetzt; die Filme stellen dann
den Fall eines aptisch durchsichtigen Flichenmaterials dar.

Die feste Phase lli, die das Substrat und/oder das enzymatisch umgesetzte Substrat selektiv binden kann, kann nun ein Gel oder
ain anderes Trenn- und Triigermaterial sein. Ebenso kann diese faste Phase lil ein kovalent bindender, ein ionisch bindender oder
ain Uber elektrostatische Wechselwirkuny =1 bindender Tréger sein. Hier kommen, da die umgesetzten Substrate
verschiedenartigster Natur sein kénnen, im Prinzip die gleichen bekannten Materialien in Betracht, wie sie bersits weiter oben
beschrieben worden sind, nimlich Nitrocellulose, Polyvinylidenfluorid, Polyamid, modifiziertes Polyamid,
Diazobenzyloxymethylcellulose, Diethylaminoethylcellulose, durch Cyanurchlorid aktivierte Cellulose, aktiviertes Polystyren,
chemisch aktiviertes Glas, Phosphorcellulose, Carboxymethylcellulose oder durch Cyanurchiorid und eine Verbindung, die eine
Aminogruppe und eine Car" -is#ure-, Posphorséure- oder Sulfonséuregruppe aufweist, modifizierte Cellulosa. Auch die feste
Phase il kann in Form eines uptisch durchlissigen Mediums verwendet werden. Es gsalten hier die gleichen Méalichkeiten und
Vorteile wie bei der festen Phase Il. Bevorzugt wird der Nachweis mit der festen Phase Ilf als Fléchenmaterial durchgefiihrt, wenn
sie z.B. als Film, Membran oder als Wirrfaservlies ausgebildet ist. Cellulosematerialien kénnen in Papierform verwendet
werden,

Die Auswertung bei den optisch durchléssigen festen Phasen, insbesondere dann, wenn sie in Form eines Filmas ausgebildet
sind, erfolgt mittels optischer Methoden, 2.B. bei gefirbten Produkten durch Bensiometrie, durch Coloriemetrie oder
Photographie. Die Biomolekiile kénnen auf die fests Phase | nach tiblichen Verfahren aufgetragen werden. So werden sie
insbesondere durch Tiipfeln, nach der Auftrennung in Gelen oder anderen Trenn-und Trégermaterialien durch sog.
Ubenragungs- oder Transfertechniken (Blottingverfahren) aufgebracht.

Die molekulare Sonde, dis zur Erkennung des Biomolekiils dient, kann ein mono- oder polyklonaler Antikorper, ein Antiserum,
gin Protein, ein Peptid, eine einzslstringige, doppelstringige oder pariell doppelstrangige DNS oder ein Fragment davon, ein
Oligodesoxyribonucleotid, eine RNS oder ein Fragment daven, ein Oligoribonucleotid, ein Protein mit spezifischer Affinitat zu
einem anderen Biomolekiil oder eine chemische Verbindung mit Affinitat zu einem Biomolekiil sein. Das Protein mit spezifischer
Affinitdt zu einem anderen Biomolekiil ist dabei bevorzugt Avidin oder Streptavidin. Die chemische Verbindung mit Affinitit zu
einem Biomolekiil ist bevorzugt Biotin.

Die Kopplung des Enzyms an die molekulare Sonde zu ihrer Markierung kann nach verschiedenen Verfahren, die im Prinzip fir
bestimmie Enzyme beschrieben sind, arfolgen. Die Bindung der Sonde an das Enzym kann z. B. kovalent durch eine Reihe von *
bifunktionellen Kopplungsreagenzien erfolgen. Derartige Kopplungsreagenzien sind z.B. Glutaraldehyd, Benzochinon,
Bis-succinimidylester wie Bis-sulfosuccinimidylsuberat und Disuccinimidyltartrat, Bisimidate wie Dimethylsuberimidat und
Dimethyladipamidat, Azide wie N-5-Azido-2-nitrobenzoyloxy-succinimid oder 4,4'-Dithio-bis(phenylazid). Dabei kann ein
Kopplungsmolekil zwei unterschiedliche Gruppen tragen oder ggf. im Moleki! reduktiv oder photochemisch spaltbare Gruppen
aufweisen. Beispiale tiir solche Kopolungsreagenzien sind N-Succinimidyl-(4-azidophenyl)-1,3"-dithiopropionat oder
SuIfosuccinimidyl-2-(m-azido-o-nitrobenzamido)-elhyl-1,3’-dithiopropicnat.

Waeiterhin kénnen molekulare Sonde und Enzym direkt kovalent miteinander verbunden sein. Eine solche Kopplung kann z.B. in
Gegenwart von Kondensationsmitteln wie Carbodiimiden durchgefiihrt werden.

Die Bindung des Enzyms an die molekulare Sonde kann ebenso iiber jonische Bindungen erfolyen. Eine ionische Bindung kann
2.B. direkt zwischen Protein und DNS gebildat werden. In der Regel werden jedoch Reagenzien zugesetzt, die eine Bindung
erméglichen, z.B. Polysthylenimine unterschiedlicher Molmassen, Polyelektrolyte oder Ampholyte.

Da Enzyme iiber Hydrophobe und hydrophile Bereiche verfiigen, ist es méglich, sie auch iiber elektrostatische
Wechselwirkungen an die molekulare Sonde zu binden. Als elektrostatische Wechselwirkungen sollen weiterhin von der
Waalssche Kriifte, Dipol-Dipo!-Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindunger verstanden werden.

Ein besonderer Fall ist es, wenn ein Fusionsprotein als markie: te molekulare Sonde verwendet wird, das entweder natirlich
vorkammt oder gentechnisch erzeugt werden kann. Bei diesen kénnen Enzym und molekulare Sonde direkt miteinander
verbunden sein und bereits so hergestellt werden.

Die Kopplungsstelle von molekularer Sonde und Enzym kann nun wieder spaltbar sein. Es werden dann z.B. solche Molekiile
eingebaut, wie sie weiter oben bereits ganannt wurden, die z.8. eine -5-S-Gruppierung im Molekil aufweisen oder eine
photochemisch spaltbare Gruppe. Dariiber hinaus kann die Kopplung so durchgefiihrt werden, daB sie reversibel ist, indem z. B.
die oben genannten ionischen Bindungen oder ein iiber elektrostatische Wechselwirkungen arbeitendes Bindungsprinzip
angewendet wird.,

Als Enzyre kommen zwei groBe Gruppen in Betracht, die Transferasen {nach E.C. Gruppe 2) und die Ligasen (E.C. Gruppe 6).
Unter den Transferasen werden insbesondere die bevorzugt, die radioaktiv markierbare Gruppen tibertragen, z.B.
Acyltransferasen (E.C. 2.3), Phosphor enthaltende Gruppen Gbertragende Enzyme (E.C. 2.7) oder Polymerasen (E.C. 2.7.7).
Insbesondere werden folgende Enzyme als besonders geeignet zur Durchfihrung des erfindungsgem3aBen Verfahrens
betrachtet:
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An:inoglucosid-Phosphotransferase (E.C. 2.7.1), insbesondere die

Kanamycin-Phosphotransferasen (E.C. 2.7.1.95),

Proteinkinasen (E.C. 2.7.1),

T4-Polynucleotid-Kinase {E.C. 2.7.1.78},

Nucleotidyltransferasen (E.C. 2.7.7),

DNA-Polymerasen (E.C. 2.7.7.7),

Polynucleotid-Adenyltransferase (E.C. 2.7.7.19),

DNS-Nucleotidylexotransferase (E.C. 2.7.7.31),

Revertasen (E.C. 2.7.7.49),

Phosphorester bildende Enzyme {repair enzymes) (E.C. 6.5},

DNS-Ligasen (E.C.6.5.11).

Jedes dieser Enzyme reaglert nun mit einem speziellen Substrat. Die im folgenden aufgefihrten Substrate gelten folglich nicht
fir jedes Enzym, sendern nur fiir solche, fiir die das Substrat spezifisch ist. Manche Substrate werden jedoch von mehreren
Enzymen umgasetzt, jedoch in der Regel nach unterschiedlichen Mechanismen und auf unterschiedliche Art und Weise oder
unter Bildung unterschiedlicher Reaktionsprodukte. Substrate sind also:

Chloramphenicol, Aminoglucosid-Antibiotika, insbesondere Kanamycin, Neomycin, Gentamycin und Paromomyein;
phosphorylierbare Proteine, z.B. Histone;

DNS, RMS, Desoxyribo- oder Ribo-oligonucleotid, Desoxy- oder ribapolynucleotid, doppelstrangigs DNS, einstringige DNS plus
Primer (Starter).

Die Enzyme benétigen zusétzlich zu ihrem Substrat ein Cosubstrat. Dieses Cosubstrat ist der Baustein, der zur Verinderung des
Substrates verwendet wird. Bei der Acyltransferase kann so das Cosubstrat 2.B. ein '*C-oder *H-markiertes Acetat sein. Bei den
Phosphotransferasen ist das Cosubstrat in der Regel Adenosintriphosphat und/oder durch 2p markiertes Adenosintriphosphat
{ATP). Daneben kdnnen auch die vier Desoxynucleosidtriphosphate (die des Adenosins, des Guanosins, des Cytidins und des
Thymidins) (ibertragen werden. Die Markierung der Desoxynucleosidtriphosphate kann in der alpha- oder in der gamn:a-
Stellung arfolgen und je nach Enzym wird dann die eine oder andere Form umgesetzt. AuBer durch 3p kénnen'die
Desoxynucleosidtriphosphate durch %S, °H oder 'l markiert ssin, wobei jedes Nucleosid markiert sein kann, oder es kann nur
ein Nuclecsid markiert sein.

Waeiterhinkann das Cosubstrat ein biotinyliertes Nucleotid sein, so daB nach der Enzymreaktion z.B. eine Reaktion mit an Avidin
oder Streptavidin gebundenen Enzymen méglich und damit eine Auswertung mit Farbstoffen genutzt wird.

Als Cosubstrate kdnnen dariiber hinaus bereits markierte DNS oder Desoxyribopolynucleotide ggf. im Gemisch mit
unmarkierten Molekiilen eingesetzt werden, die insbesondere als Cosubstrate fiir Ligasen in Betracht kommen.

Das arfindungsgemaRe Verfahren stellt ein neues Prinzip des Nachweises von Biomolekilen dar. Die Verwendung von
maolekularen Sonden mit daran gekoppelten Enzymaen und der Nachweis des umgesetzten Substrates an einer festen Phase hat
eine grofe Vielfalt an Ausfiihrungsformen. Das Verfahren kann auf eine Vielzahl von Biomolekilen angewsndet werden und ist
deshalb universell anwendbar. Bei der Anwendung wird ein Verstirkungsfaktor von mindestens 10 erreicht, er liegt im
allgemeinen jedoch wesentlich dariiber. Die erreichbare Verstirkung ist von den eingesetzten Stoffen und von der gawéhlten
Verfahrensvariante abhangig und kann nur fiir den speziellen Fall exakt angegeben werden. Durch d’e unterschiedlichen
Ausfihrungsformen besteht beim Arbeiten nach bestimmten Varianten die Mdglichkeiten, die verwendeten Biomolekiile mit
mehreren Sonden nachzuweisen, d. h. die blots sind z. B. wiederverwendbar. Die Anwendung des erfindungsgemiBen
Verfahrens ist nicht auf die beschriebenen Verfahrensvarianten beschrinkt, sondern wird bei weiterer Ausarbeitung des
Verfahrens dariiber hinausgehen.

Verwendete Putferldsungen

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

TBS: 0,15M NaCl, 50mM Tris-(hydroxymsthyl)aminomethan {Tris), pH = 7,4

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

Lysepuffer: 125mM Tris/HCI, pH = 6,8, 2% Natriumdodecylsulfat {SDS), 20% Glycerol, 10% B-Mercaptosthanol
Elutionspuffer: 20mM Tris/HCI, pH = 7,4, 10mM Dithiothreitol, 0,1% SDS

Losepuffer: in 100mi 20mM Tris/HCI, pH = 8,8, werden 489 Harnstoff geldst und dazu 1% Nonidet NP40 und

10% B-Mercaptoethanol gegeben. .

Enzympuffer: 20mM Tris/HCl pH7,2, 125mM NH,CI, 20 mM MgCl; 10mM Dithiothreitol

Ausfihrungsbelspiele

Beisplel 1

Kopplung von polyklorialem Antikdrper an Kanamycin-Phosptotransferase

1 ml Anti-Humanserumalbumin-Antiserum {Kaninchen) mit 0,9 % NaCl wird mit 10mg Benzochinon in 0,3ml Ethanol 1 Stunde
bei Zimmertemperatur zur Reaktion gebracht. Danach wird iberschiissiges Benzochinon mittels einer Sephadex-G25-Séule
abgetrennt und der Komplex Benzochinon—Antikérper fraktioniert. Die einzelnen Fraktionen werden in einem Immuntest gegen
Humanserumalbumin (HSA) gepriift. Die gesuchte Fraktion wird mit 1mg Kanamycin-Phosphotravsferasein 1ml 1M
Bicarbonat-Puffer (pH-Wert 9) iiber Nacht bei Zimmentemperatur im Dunkeln zur Reaktion gebracht,

Das Reaktionsprodukt wird Gber Nacht gegen 0,9% NzCl-Lésung dialysiert und so verwendet. Es kann nach der Dialyse auch in
Aliquots aufgeteilt und bei —20°C gelagert werden.
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Belspiel 2

Immunologischer Nachweis von HSA durch sinen Kanamycin-Phosphotransferase gekoppslten Antik 3rper mit Nachwels des
umgesetzten Substrates auf ainer festen Phase IlI

Ein Gemisch aus verschledenen Markerproteinen und HSA wurde in elnem Polyacrylamid-Gel (PAA-Gel) elektrophoretisch
aufgetrennt und durch Elektrotransfer auf Nitrocellulose ibertragen (Blot). Dieser Blot wird mit einem
Kanamycin-Phosphotransferase-gekoppelten Antikérper nach Beispiel 1 in TBS {durch Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
gepufferte Kochsalzlésung von 0,9 %) und 1% Gelatine 4 Stunden bei Zimmertemperatur inkubiert (Verdiirnung 1:500). Danach
wird der Blot mit dem angelagerten, an Enzym gekoppelten Antikérper 4mal 15 Minuten in TBS gewaschen und mit einem
1-%-Agarosegsl (im Reaktionspuffer hergestellt) mit 26mMol Tris/HCI, pH = 7,2, 126 mMol NH,CI, 1 mMol Dithioerythrol,
20mMol MgCl,, 2nMol Adenosintriphosphat (ATP), das 1 uCi gamma-3?P-ATP/mi und 20 ug/ml Kanamycin enthilt, 30 Minuten
bei 37°C inkubiert. Das Agarosegel wird anschlieBend auf Phosphorrellulose-Flichentriger aufgelegt und das Kanamycir: auf
die Phosphorcellulose iibertragen (0,5kg/3 Stunden, Zimmertemperatur). Der Nachweis des mit P markierten
phosphoarylierten Kanamycins erfolgt durch Autoradiographis des Phosphorcellulose-Flichentragers (2 Stunden,
Zimmertemperatur).

Beisplel 3’

Immunologischer Nachweis von HSA mittels eines Kanamycin-Phasphotransferass-markierten Antikdrpers auf eine feste
Phase Il

Humanserum wird in sinem 1,5-%-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wird mit einem an

Kanamycin- Phosphotransferase gekoppelten Antikdrper 1 Stunde bei Zimmertemperatur mit TBS mit 2% BSA
(Rinderserumalbumin) (Verdiinnung 1:500) inkubiert und danach 1 Stunds mit TBS gewaschen.

Das Gei wird zuniichst in einem Reaktionspuffer wis in Beispiei 2, bastehend aus 20mMol Tris/HC!, pH = 7,2 126mMol NH,ClI,

1 mMol Dithioerythrol, 20 mMol MgCl, und 2nMol ATP, das 1 1Ci gamma®?P-ATP enthilt, eine hzlbe Stunde inkubiert und danach
mit einem Trger nach WP 254012, der aus Cellulose, die mit Cyanurchlorid und anschlieRend mit Sulfanilsiure umgesetzt
wurde, besteht und an dieses Produkt ionisch Kanamycin gebunden wurds, in Kontakt gebracht und 30 Minuten bei 37°C
umgesetzt, Nach Waschung 30 Minuten in Wasser des Trigers Il mit dem Substrat und dem phosphorylierten Substrat wird
dieser 1 Stunde bei Zimmertemperatur autoradiographiertund so das **P-markierte Kanamycin auf dem Tréger li nachgewiesen,
wodurch das Vorhandensein von HSA im Trenngel bewiesen wird.

Belsplel 4 ‘
Immunologischer Nachwels von Humanserumalbumin nach Protsin-Blot auf Nitrocellulose unter proteinfrelen
Blockbedingungen (Verwendung sines Pratein A-NPT ll-Fuslansproteins)

a} Konstruktlon eines Protein A-NPT Il-Fusionsproteinvektors, Exprassion und Gewlnnung dis Fusionsproteins

Inden Multi-clening-site eines Protein A-Fusionsprotein-Vektors pRIT 2 (B. Nielsen, L. Abrahmsen, M. Uhlen, EMBO-Journal 4(4]
{1985), 5.1075-1080) wird das NPT il-Gen {Tn 5) (S. Brenner, Nature 329{1987], S.21) aus E. coli im offenen Leseraster singesetzt,
Die Transformation von E. cali (NF 1) und die Selektionierung des entsprechenden Klones iiber ¢ie Ampicillinrasistenz erfolgen
nach Gblichen Methoden.

Dis Anzucht des Protein A-NPT ll-Fusionsprotein-Klones erfolgt im Flissigmedium NB1 (Immunpraparate Berlin, DDR) nach
tiber Nacht durchgefiihrter Vorkultur 6 Stunden bei 30°C. Nach Temperaturerhéhung auf 42°C wird das Fusionsprotein
exprimiert (Promoter PR des Phagen ). Nach 2 Stunden werden die Zellen aozentrifugiert, einmal mit GET-Puffer gewaschen,
in GET resuspendiert und in Portionen zu je 10" Zellen in Eppendorf-Rohrchen abzentrifugiert. Zur Gewinnung des
Fusionsproteins werden sinmal 10" Zellen im Eppendorf-Réhrchen mit 1 ml 20mM Tris/HCI-Puffer, pH = 6,8, bei 0°C
resuspendiart und 5mal kurz von auBen beschallt. Nach Abkiihlung in Eis wird erneut 3mai kurz beschallt. Die Zellreste werden
hei 4°C abzentrifugiert (5 Minuten}. Der Uberstand wird vorsichtig abpipetiiert und in ein zweites Eppendorf-Réhrchen tiberfiihrt.
b) immunologischer Nachwels

Eine Verdiinnungsreihe aus Proteinen mit Humanserumalbumin (HSA) im Nanogramm-Picogramm-Bereich wurde im
SDS-PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Elektrotransfer auf Nitrocellulose-Membran transferiert. AnschlieRend
wurde die Nitrocellulose-Membran {Blot} 30 Minuten an der Luft getrocknet und danach in TBS mit 1Vol.-% Tween 20 eine
Stunde bei 37°C geblockt. Eine weitere Blockierung erfolgt anschtieBend in TBS mit 0,2Vol.-% Tween 26 innerhalb von

30 Minuten (Block ).

Die Inkubation mit dem Antiserum Anti-HSA-Immunoglobulin (Kaninchen) erfalgte in einer Verdiinnung von 1:200 eine Stunde
bei Zimmertemperatur. Danach wurde eine Stunde mit TBS mit 0,1Vol.-% Tween 20 bei Zimmertemperatur gewaschen

(6 Wechsel). Nach erneuter Blockung mit TBS und 0,2 Vol.-% Tween 20 (30 Minuten bei Zimmertempesratur) (Black 1) wurden
50pl des oben hergestellten Lysates mit dem Fusionsprotein aus Protein Aund NPT Il in ein Volumen von 10mi gegeben und
eine Stunde bei Zimmertemperatur unter leichtem Schiitteln inkubiert. AnschlieBend werden die Nitrocellulose-Membranen
{(Hybond C, Amersham International) sine Stunde mit TBs gewaschen (6 Wechsel).

Ein nach DD-WP 254.012 aus mit Cyanurchlorid aktivierter Cellulose und Sulfanilsdure hergestellter und mit Kanamycin
beladener Trager witz auf eine Glasplatte gelegt und mit dem Enzympuffer, der **p-y-ATP mit einer Konzentration von 2 Mill,
cpm/mi(spezifische Aktivitdt 150 TBq/mMol) enthilt, getrén'\t. Die oben erhaltenen Blots auf Nitrocellulose werden mit der beim
Elektrotransfer gelseitigen Seite auf den fsuchten, das Kanamycin wagenden Triger gelegt. AnschlieBend wird die
Nitracellulose-Membran nochmals von cben mit dem *2P-y-ATP enthaltenden Erzympuffer getrinkt und schiieBlich mit einer
Glasplatte gleicher Gr6Be abgedeckt. Dieses System wird allseitig mit PE-Folie verschlossen und zunichst eine Stunds bei 37°C
inkubiert, wobei wéhrend dieser Zeit die Glasplatten mittels eines Gewichtes leicht zusammengsadrickt werden. Nach der
Inkubation wird aus dem System der Kanamycin tragende Tréger entnommen und eine Stunde mit bidest. Wasser gewaschen.
Die Nitrocellulose-Membran wird sofort erneut auf einen Kanamycin enthaltenden Triger aufgelegt, mit **P-y-ATP onthaltendem
Enzympuffer befeuchtet und liber Nacht bei 37°C inkubizrt. AnschlieBend wird mit bidest. Wasser gewaschen. Die Auswertung
erfolgt durch Autoradiographie der im Kontakt verwendeten, mit Kanamycin beladenen Triger. Die Nitrocellulose-Membranen
werden nach Waschung mit bidest. Wasser (frei von *2P-y-ATP} zur Kontrolle mit autoradiographiert.
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Durch die Autoradiogramma der im Kontakt verwendeten Tréger wird die Lage der HSA-Banden bis in den Picogramm-Bereich
als geschwiirzte Banden auf dem Réntgenfilm dargestellt (Exposition: 30 Minuten bei Zimmertemperatur, Réntgenfilm HS 11,
VEB ORWO Wolfen).

Da proteinfreie Blockbedingungen verwendet wurden, kann das Protein aus der Nitrocellulose-Membran mit Ponceau $
angefiirbt werdan (Fiirbung: 2 Minuten, Entfirbung mit Wasser: 5 Minuten). Zur Auswertung wird die Autoradiographie des im
Kontakt verwendeten Trégers (iber die angefdrbten Nitrocellulose-Blots gelegt, so daB die Banden genau zugeordnet werden
kénnen,

Belsplel 5

immunologischer Nachwels von HSA nach Protein-Blotting auf Nitroceliulose unter Protein-Blockungs-Bedingungen
Es wird ebenso wie in Beispisl 4 verfahren, jedoch wird als Biock 1 TBS mii 0,5 Gew.-% Gelatine {1 Stunde) und TBS mit
0,25Gew.-% Gelatine (30 Minuten) scwie als Block || TBS mit 0,25 Gew.-% Gslatine (30 Minuten) verwendet.

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

Beisplel 6

iImmunologischer Nachwels von a-Fetoprotein im Tiipfeltest auf Nitrocelluloso

Eine Verdiinnungsreihe von a-Fetoprotein (AFP) wird auf einen Streifen Nitroce!lulose-Membran (Hybond C, Amersham Int.}
aufgettipfelt und bei Zimmertemperatur 30 Minuten trocknen gelassen. Die Blockierung erfolgt im Block I mit TBS und 1%
Tween 20 1 Stunde bei 37°C und danach in TBS mit 0,2% Tween 20 30 Minuten bei Zimmertemperatur. Zunachst wird mit
einem monaklonalen Antikérper {(Maus) gegen HSA {Verdiinnung 1:1000) inkubiert, danach mit TBS - 1% Tween 20
gewaschen, erneut mit TBS + 0,2% Tween 20 geblockt und mit einem zweiten Antikrper (Kaninchen-Anti-Maus) 1 Stunde
inkubiert (Verdinnung 1:500). Nach Waschung mit TBS + 0,1% Tween 20 eine Stunde bei Zimmertemparatur wird erneut mit
T8S + 0,2% Tween 20 geblackt.

Danach werden 35l E. coli-Lysat, das nach Beispiel 4a hergastellt worden ist, und das das Fusionsprotain aus Protein A und
NPT Il enthalt, zugegeben und 1 Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert. Nach Waschen mit TBS (eine Stunde bei
Zimmertemperatur) wird die Nitrocellulose-Membran mit dem kanamycinbeladenen Trager (hergestellt nach DD-WP 254.012)in
Kontakt gebracht und der Nachweis wie in Baispiel 4 beschrieben durchgefiihrt. Die Nachweisgrenze liegt im
Picogramm-Bereich.

Belsplel 7

Nachwels von Kartoffel-Virus nach Tipfeln van Pflanzensaften auf Nitracellulose mittels NPT ll-gakoppeiten Antikdrpern
{Nachwais auf Trdgern nach DD-WP 254.029)

a) Kopplung von Neomyein-Phosphotransferase |l an Anti-Kartoffelvirus-Immunogiobuline mittels Glutaraldehyd

400 tg nach Beispiel 4 a hergestelite und gereinigte NPT Il werden zusammen mit 1 mg Anti-Kartoffelvirus-Immunoglobuiinen in
einem Dialyseschlauch gegen PSB (16 Stunden, 4°C, 800m!, 2 Wechsel) bei einem Schlauchvoluinen von 1 ml dialysiert. Nach
Umfllen der dialysierten Probe in ein Glz::3hrchen werden 5pl G'taraidehvd (25%ige Losung, Barva) zugegeben und

2 Stunden untar leichtem Schitteln bei Zimmertemperatur umgesstz!. AnschlieBend wird der Kopplungsansatzin den
Dialyseschlauch zuriickgeftillt und zunichst gegen PBS (4°C. iiber Nacht} und danach gegen TBS (4°C, 800ml, 2 Wechsel,

16 Stunden) dia:ysiert. Das Reaktionsprodukt wird in Glasrohrchen abgefiillt.

b} Durchfiihrung 1es Nachwalses

Eine Verdinnungsi silie Kartoffelblatt-PreBsaft wird auf einen Streif~n Nitrocelfulose-Membran aufgetiipfelt und 30 Minuten
eintrocknen lassen. L\ie so behandeite Membran wird 1 Stunds bei 37°C in TBS + 1% Tween 23 und anschlieBend 30 Minuten
bei Zimmertemperatu, in TBS + 0,2% Tween 20 geblockt. Danach wird das oben hergestellte Kopplungsprodukt in aifier
Verdiinnung von 1:200 2 igesetzt und 1 Stunde inkubiart. Nach der Waschung mit TBS erfolgt der vadioaktive Narhweis auf ders
mit Kanamycin beladenen Tragerschicht nach dem Kontaktverfahren analog Beispiel 4. Cie Nachweisgrenze liegtim
Picograinm-Bereich.

Beisplel 8

Nachwels von Kartoffelvirus aus Pflanzenséften nach Tipfel auf Nitrocollulose mittels Protein A-NPT ll-Fusionsprotein
(Kontakttrager P 81)

Es wird eine Verdiinnungsreihe mit Kartoffelblatt-PreBsaft wia in Beispiel 7 hergastellt. Nach der Blocierung wird jedoch cine
Stunde mit Anti-Kartoffelvirus-Immunogiobulinen (Kaninchen)} {(Verdinnung 1:1090) inkubiert. Nach Waschen mit TS + 0,1%
Tween 20 wird erneut mit TBS + 0,2% Tween 20 geblnckt unc danach 50l Lysat nach Beaispiel 4 a zugegeben und 1 Stunde
inkubiert. Nach der Waschung mit TBS wird das Kontaktverfahren analog zu Beispiel 4b zum Nachweis durchgefiihrt.

Als kanamycinbeladener Trager wird jedoch Phosphorcellulose (P 81, Whatman, England) eingesetzt. Im Enzympuffer wird eine
spezifische Aktivitat des “*P-ATP von 10 Mio cpm/ml verwendet.

Die Auswertung erfolgt durch Autoradiographie der Phosphorcellulose-Trager nach Waschuag mit Wasser (1 Stunde). Die
Empfindlichkeit liegt wiederum im Picograinm-Bereich.

Beispiel 9

Immunologischer Nachwels von HSA nach Tapfeln avf Nylon-Membranen mittels Protelin A-NPT ll-Fusionsprotein
{Kontakttrager: kanamycinbeladene Phosphorcellulcss)

Eine Verdiinnungsreihe HSA wird auf einen Streifen Nvlen-Membran (Hybond N, Amerst am Int.) aufgetipfelt und 30 Minuten
trocknen gelassen. Die Blockierung ! erfolgt 2 Studnenia TBS mit 3% Rinderserumalbumin {BSA) und danach 30 Minuten in TBS
mit 1% BSA. Das Gesamtverfahren erfolgt ebenso wie in Beispiel 4 beschrieben. Die Auswertung erfolgt durch Autoradiugraphie
der Phosphorcellulose (P-81)-Trédger.
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Belsplel 10

Immunologischer Nachwels von HSA nach Protein-Blotting auf Nitrocellose-Membranen unter proteinfreien
Blockierungsbedingungen

Die Durchfiihrung dos Verfahrens erfolgt, wie es im Beispiel 4 beschrieben worden ist. Jedoch wird als kanamycinbeladener
Tréger Phosphorcelfuloss (P 81, Whatman) eingesetzt.

Die Auswertung erfolgt durch Autoradiographie der Phosphorcellulose mittels Rdntgenfilm {Exposition: 15 Minuten,
Zimmertemperaiur).

Belsplel 11

Immunologischer Nachwels,von HSA riach Protein-Blockierung auf Nitrocellulose-Membranen unter proteinfreien
Blockierungsbedingungen (Kontaktverfahren mit nomycinbeladener Phasphorcsllulose)

Die Durchfiihrung des Gesamtverfahrens erfolgt, wie es im Beispiel 4 beschrieben worden ist. Es wird jedoch als mit
antibiotikumbeladener Triiger mit Neomycin beladene Phasphorcellulosa (Inkubation der Phosphoicellulose 30 Minuten mit
einer Lésung aus 400mg Neomyein in 60ml Wasser und Waschen mit Wasser 30 Minuten) eingesetzt. Die Auswertung erfolgt
durch Autoradiographie der Phosphorcellulose mittels Réntgenfilm (Exposition: 15 Minuten, Zimmertemperatur).

Beisplel 12

immunologischer Nachwels von HGA nach Blotting von Proteinen auf Nitrocellulose unter proteinfrelen
Blockierungsbedingungen (Kontakt mit Phosphorcellulose, Kanamycin Im Enzymreaktions-Puffer)

Die Durchfiihrung des Gesamtverfahrens erfolgt wie in Beispiel 4. Als Kontakttrager wird jedoch Phosphorcellulose (P 81,
Whatman) chne vorherige Beladung mit Antibiotika verwendet.

Dem Enzympuffer wird Kanamycin mit einer Konzentration von 4mg/ml zugesetazt.

Die Auswertung erfolgt durch Autoradiographie der Pnosphorcellulose.

Belspis! 13

Wiederverwendung von Protein-Blots

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

TBS + 0,1% Tween 20 ernsut geblockt und das Verfahren, wie es im Beispiel 4 beschrieben worden ist, wiederholt. Die .
Kontakttrager der 1 und der 2. Runde werden gemeinsam autoradiographiert. Es wird kein Intensitétsverlust nach der
Wiederverwendung der Blots festgestslit.

Belspiel 14

Immunologischer Nachwals von HSA nach Proteinblotting auf Nitrocellulose unter proteinfreien Blockierungsbedingungen
{Kontakttrager: mit Kanamycin heladene Carboxymethyl-Cellulese)

Die Durchfiihrung des Gesamtverfahrens erfolgt, wie es im Beispiel 4 beschrieben wordenist Als Kontakttriger wird mit
Kanamycin beladene Carboxymethyl-cellulose ICM-Membranen, Renner GmbH) verwendet. Die Auswertung erfolgt durch
Autoradiographie der CM-Membranen.

Beisplel 15

immunolegischar Nachwaols von HSA nach Protein-Blotting auf Nitrocellulose unter protsinfreien Blockungsbedingungen
{Verwendung eines Kopplungsproduktes aus Proteln A und NPT |l mit elnem Toluylendilsocyanat-2,4-Prépolymeren)

A} Herstellung der enzymmarklerten Sonde

a) Elektrophoretische Reinigung von NPT Il aus E. coli-Lysaten

Das Zellpellet von 10mI E. coli (NPT Il Giberexprimierend) Zellkultur (pRK 89) wird in 1ml Lysepuffer aufgesnommen und beschallt.
Zellreste werden bei 4°C abzentrifugiert. Das Zeliysat wird auf ein priparatives PAA/SDS-Gel aufgetragen und elektrophoretisch
aufgetrennt. Das Gel wird nach Waschen mit Wasser in sine kalte Lésung von 0,25 M KCl gelegt, die sichtbar gewordene

NPT ll-Bande mit einem Skalpell herausgeschnitten und zerkleinert. Das Protein wird mittels Slutionspuffer innerhalb von

3 Stunden bei Zimmertemperatur eluiert. Die durch Elution erhaltenen Lésurngen werden zentrifugiert und der Uberstand mit
dem vierfachen volumenkaiten Aceton versetzt und 3 Stunden bei —20°C stehengelassen. Danach wird bei 0°C zentrifugiert.
Nach Waschen wird das Pellet in 20021 Losepuffer geldst und gegen 20mM Natriumphosphatpuffer Gber Nacht dialysiert (4°C).
Im Endvolumen von etwa 200 | befinden sich ungeféahr 200pg NPT .

b} Kopplung

Zur Kopplung wird ein Prapolymeres aus 17,4 g ‘risch destilliertem Toluylendiisocyanat-2,4 und 30g Polyethylenglykol 600 bei
50-60°C hargjestelit. 100 mg dieses Prapolymerun werden in 500mg Aceton gelost; nach vollsténdiger Lésung werden 300mg
dieser Lésung in 700mg Wasser emulgiert.

800l des urter a) erhaltenen Lysates werden mit 150 ug Protein A in 150 pl Wasser in einem Eppendorf-Réhrchen vermischt. Zu
dieser Losung werden 200yl der oben hergesteliten Emulsion 2ugegeben und 1 Stunde unter Schiitteln umgesetat. Nach einer
Stunde werden erneut 100p! frisch hergestelite Emulsion zugesetzt und noch eine Stunde umgesetzt. Danach wird mit einer
Lésung von 2004g Lysin in 150 i Wasser 30 Minuten bei Zimmerntemperatur gastoppt.

c) Nachweis

Die Durchfiihrung des Gssamtverfahrens erfolgt wie in Beispiel 4. Jedoch wird an Stelle des gentechnisch hergestellten
Protein A-NPT |I-Fusionsproteins 50t} des oben hargestsliten Kopplungsproduktes als enzymmarkierte Sonde verwendet.

Der Nachweis erfolgt wieder durch Autoradiographie.
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Beisplel 16

Immunologischer Nachwals von HSA nsch TGpfeln auf CCA-Papler (Kontrakttrager nach DD-WP 2654.012)

Eine Verdiinnungsreihe von HSA wird auf CCA-Papier {(hergestelit nach EP 0134.026) aufgetipfelt und 3¢ Minuten an der Luft
trocknen gelassen, Danach wird der Triiger in eine Lsung aus 10% Sulfanilsiure und 10% Triethanolamin {pH = 7,5) eine
Stunde bei Zimmertemperatur unter leichtem Schiitteln inkubiert. Der Block 1 erfolgtin TBS mit 0,5% Gelatine und 30 Minutenin
TBS mit 0,25% Gelatine. Danach wird das Verfahren:. -ie in Beispie! 5 durchgefiihrt.

Die Auswertung erfolgt durch Autoradiographie des Kontakttréigers nach DD-WP 254.012 und das CCA-Papiers. Auf beiden
Trégern a8t sich durch 3P-y-ATP markiertes Kanamycin nachweisen.,

Belspiel 17

Immunologischer Nachwels'von HSA nach Tiipfeln auf ein negativiertes Papier (Kontakttriger Phosphorcellulose)

Ein negativierter Triger wird aus CCA-Papier und Sulfaniisdure nach DD-WP 237.841 hergestellt. Auf diesen Tréiger wird sine
Verdiinnungsreihe von HSA aufgetiipfelt und als Blockierungsmittel {Block fund ll} eine Lésung von 10% Sulfanilsdure und 10%
Triethanolaminvom pH = 7,5 verwendet. Als mitkanamycinbeladener Trager wird mit Kanamycin beladene Phosphorcellulose
(P 81, Whatman) verwendet. Der Nachweis erfolgt dann wie in Beispiel 4. Der Nachweis des HSA erfolgt durch Autoradiographie
an beiden Triagern.

Belsplel 18
Immunologischer Nachwels von HSA nach Tapfeln auf einen hydrophoben Trager (Kontakttrdger nach DD-WP 254.012)
Ein hydropheber Triger wird nach DD-WP durch Umsetzung des CCA-Papiers (nach EP 0134.025) mit quimolekularen

Mengen Bi-n-octylamin und Sulfanils3ure als Natriumsalz hergestelit. Auf diesen Triger wird eine HSA-Verdiinnungsreihe
aufgetragen. Nach 30 Minuten bei Zimmertemperatur sind die Tropfen auf dem Tréger eingetrocknet, man &8t noch weitere
16 Minuten nachtrocknen. Die Blockierung erfolgt im Block 1 und Il mit TBS plus Gelatine, wie es in Beispiel 5 beschrieban
worden ist. Dia Durchfiihrung des Vatfahrens erfolgt ansonsten, wie es im Beispiel 4 beschrieben worden ist.

Der Nachwais erfolgt durch Autoradiographie auf beiden Trdgern.

Belspiel 19

immunologischer Nachwels von HSA nach Proteinblotting auf Nitrocellulose (Kontakttrdger Phosphorcellulose) und
Verstirkung dei Nachwelsreaktion

Eine Verdiinnungsreihe wird auf Nitracellulose (Hybond C, Amersham) geblottet und anschlieBend geblockt, wie es im Beispiel 4
beschrieben worden ist. Nach der Inkubation mit dem ersten Antikdrper wird zunichst mit TBS + 0,1% Tween 20 1 Stunde
gewaschen, danach wieder geblockt (TBS mit ¢ "% Tween 20) und mit 10ug Protein A in 10ml Losung leicht geschittelt. Daran
anschlieBend wird erneut mit TBS + 0,1 % Tween 20 gowaschen und arneut geblockt.

100 ul des vorgebildeten Komplexes aus HSA-Antihumanserumalbumin-Protein-NPT {I-Fusionsprotein (hergestellt aus 504l
Lysat nach Beispiel 4, 50j1g HSA und 50l Anti-HSA-Immunglobulin {Kaninchen], Inkubation bei 4°C (iber Nacht) werden dann
zugesetzt und 1 Stunde inkubiert. AnschlieBend wird mit TBS gewaschen und das Kontaktverfahren nach Beispiel 4 mit einem
mit Kanamycin beladenen Triager nach DD-WP 254.012 durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgt durch Autoradiographie des
Kontakt-Trdgers (30 Minuten bei Zimmertemperatur).

Beisplel 20

Immunolegischer Nachwais von -Fetoprot:in nach Tipfeln auf Nitrocellulose (Kontakttragar nach DD-WP 254.012)

— Verstirkung durch mit Antikérper vernetztes Protein A-NPT lI-Fusionsprotein

Die ersten Schritia des Verfahrens erfolgen, wie es im Beispiel 6 beschrieben worden ist. Nach der Inkubation mit dem

1. Antikérper {monoklonal) wird mit TBS + 0,1% Tween 20 gewaschen und mit TBS + 0,2% Tween 20 geblockt. Danach werden
50l biologisch vernetztes Protein A-NPT |I-Fusionsprotein zugesetzt und 1 Stunde inkubiert.

Nach der Waschung it TBS (1 Stunde) wird weiter wie in Beispiel 8 verfahren. Die Auswertung erfolgt durch Autoradiographie
des Kontakttragers in 20 Minuten bei Zimmertemperatur.

Herstellung des biologisch vernetzten Protein A-NPT Il-Fusionsproteins

50yl eines nach Beispiel 4 hergestellten Zellysates mit Protein A-NPT Il-Fusionsprotein werden mit 5l Kaninchen-Anti-Maus-
Antiserum vermischt und bei 4°C iber Nacht inkubiert. Der sich bildende Komplex aus Protein A-NPT l-Fusionsprotein und
Kaninchen-Anti-Maus-Antikidrper wird als 2. Antikérper nach dem Nachweis eines Antigens mit dem ersten Antikorper (Maus)
verwendet.

Beispiel 21

Immunologischer Nachwels von HSA (Enzym-Reaktion in Ldsung)

Eine Verdinnungsreihe von HSA wird auf einzelne Rundfiiter aus Nitrocellulose (Hybond C, Amarsham Int.) aufgetiipfelt
{Durchmesser 0,5cm?) und zunéchst wie in Beispie! 4 weiter bearbeitet. Nach dem Inkubieren mit

Protein A-NPT Il-Fusionsprotein werden die Filter 1 Stundein TBS gewaschenund danacheinzelnin Plastebehilter berfihrt. Es
werden jeweils 0,5 m! Enzympuffer, 1 mg Kanamycin und *?P-y-ATP (10 Mio. cpm/m, spezifische Aktivitat 5000 C/mM) zugesetzt
und 1 Stunde bei 37°C uingesetzt. Die Nitrocellulose-Mem.branen werden entnommen, ein Rundfilter aus Phasphorcellulose

(P 81, 1cm?) zugesetz! und 30 Minuten geschiittelt. Die Phosphorcellulase-Filter werden entnommen, 1 Stunde mit Wasser
gewaschen, getrocknet und im Szintillationszahler gemessen. Die Auswet :ung erfoigt direkt iber den MeBwert der Radioaktivitit
(als Kontrolle wird ein Nitrocellulose-Filter ushne HSA mitgefihn).
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