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Beschreibung
Biosonden und deren Verwendung

Die Erfindung betrifft Biosonden, die durch spezifische Bindung an biologisches
Material dessen elektrische und/oder dielektrische Eigenschaften veréndern und
dadurch eine Detektion und/oder Reinigung des so modifizierten Materials mittels

Elektrophorese und/oder Dielektrophorese ermdglichen.

In der Biotechnologie, Bioanalytik und Diagnostik stellt sich haufig die Aufgabe, eine
oder mehrere biologische Spezies selektiv aus einer Vorlage von biologischem
Material bzw. von einem Hintergrund, der aus sehr ahnlichen biologischen Spezies
besteht, abzutrennen. Bei dem biologischen Material kann es sich hierbei etwa um
Gewebe, Zellen, Viren, Zellorganellen, Proteine, Proteinkomplexe, Kohlenhydrate,
Lipide oder andere organische Verbindungen oder eine Mischung der aufgefuhrten

.Gruppen handeln. Die unterschiedlichen Spezies stammen entsprechend aus

mindestens einer dieser Gruppen. Die Unterschiede in den Eigenschaften der
verschiedenen biologischen Spezies, auf denen das Trennungs- oder
Detektionsprinzip beruht, kdnnen sehr gering sein, so dai eine Trennung und/oder

Detektion oft sehr schwierig oder Uberhaupt nicht zu erreichen ist.

Es existieren eine Vielzahl von Lésungsstrategien zum Nachweis und zur Trennung
von biologischem Material (Lotispeich and Zorbas (1998) Bioanalytik. Spektrum
Akademischer Verlag, Heidelberg). Grundsétzlich kann man Methoden, die sich die
Unterschiede in den Eigenschaften der aufzutrennenden Spezies zur Trennung und
zum Nachweis nutzbar machen, von solchen unterscheiden, bei denen erst durch
eine selektive Modifikation des vorgelegten biologischen Materials die Detektion und

Trennung der Spezies erreicht werden kann.

BESTATIGUNGSKOPIE
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Die den dem biologischen Material eigenen_Eigensghaften, die zur Detektion

und/oder Trennung verschiedener Spezieé vén/vendet werden, sind u.a. Polaritat,

Hydrophobizitat, Ladung, GréBe, Gewicht und Dichte. Beispiele fur Verfahren, die

sich diese Eigenschaften zunutze machen, sind Elekirophorese, Gelfiltration,

Affinitatschromatographie und Zentrifugation.

Verfahren, bei denen das biologische Material selektiv auf spezifische Weise
markiert wird und erst aufgrund der Markierung oder aufgrund der durch die
Markierung veranderten Eigenschaften Trennung oder Nachweis der verschiedenen
Spezies moglich werden, sind alle Verfahren, die auf einer Antikérper-Antigen-
Wechselwirkung basieren. Beispiele hierflr sind ELISA-Verfahren (enzyme-linked
immunosorbent assay) und bestimmte Varianten von FACS (fluorescence-activated
cell sorting) und MACS (magnetic-activated cell sorting). In diesen Failen wird unter
Verwendung von spezifisch bindenden Antikorpern selektiv ein Enzym, ein
Fluoreszenzfarbstoff oder ein Magnetkiigelchen an bestimmte Spezies des
biologischen Materials gebunden, um Detektion oder Reinigung der so markierten

Spezies zu ermdglichen.

Als Beispiel fiir ein Verfahren, bei dem eine Auftrennung von biologischem Material

nur sehr schlecht moglich ist, sei die free flow-Elektrophorese (FFE) genannt (Bauer,
J. (1999) J. Chrom. B 722: 55). Bei diesem Verfahren wird ein laminarer
Fliissigkeitsstrom zwischen zwei eng beieinander stehenden Glasplatten
hindurchgeleitet. Durch ein senkrecht zur FlieBrichtung angelegtes elektrisches Feld
kann eine Auftrennung der verschiedenen Spezies des vorgelegten biologischen
Materials aufgrund ihrer unterschiedlichen Ladung erreicht werden. Wird die FFE
beispielsweise zur Auftrennung von Zellen eingesetzt, so werden diese aufgrund
ihrer negativen Ladung von der Kathode elektrisch angezogen. Die laterale
Wanderungsgeschwindigkeit der Zellen hangt hierbei von der
Oberflachenladungsdichte der Zellen ab. Zellen mit unterschiedlichen
Oberflachenladungsdichten haben unterschiedliche laterale

Wanderungsgeschwindigkeiten und kénnen so voneinander getrennt werden.

" Der entscheidende Nachteil der FFE ist, daB biologisches Material vielfach sehr

ahnliche Ladungseigenschaften besitzt. Zellen etwa besitzen alle eine negative und
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zudem vielfach eine fast identische Oberflachenladungsdichte und kdnnen so nur
sehr schlecht mittels FFE voneinander getrennt werden. Oft ist bei der FFE nur dann
eine ausreichende Trennscharfe zu erreichen, wenn durch eine pathogene
Veranderung die Oberflachenladungsdichte der Zellen hinreichend modifiziert ist.
Aus diesem Grund ist der Einsatz der FFE heute sehr stark zurtickgegangen und die
Methode wurde durch andere, vielfach teurere und apparativ aufwendigere

Methoden verdrangt.

Auch bei dem relativ neuen Verfahren der Dielektrophorese (Fiedler et al. (1998)
Anal. Chem. 70: 1909; Betts et al. (1999) J. Appl. Microbiol. Symp. Suppl. 85: 201)
hat man mit &hnlichen Problemen zu tun, wie sie sich bei elektrophoretischen
Verfahren, wie der zuvor beschriebenen FFE ergeben. Die Dielektrophorese (DEP)
ist ein Verfahren, bei dem man sich die dielektrischen Eigenschaften von
biologischem Material zunutze macht, um dieses voneinander zu trennen.
Dielektrophorese findet statt, wenn man biologisches Material inhomogenen
elektrischen Wechselfeldern aussetzt. Das biologische Material bewegt sich in dem
inhomogenen elektrischen Feld aufgrund seiner dielektrischen Eigenschaften

(permanenter oder induzierbarer elektrischer Dipol), wodurch eine Auftrennung

.. moglich wird.

In Zellen beispielsweise gibt es verschiedene Bereiche, die polarisierbar sind, und
damit fur die Dielektrophorese nutzbar gemacht werden konnen. Hierzu gehéren die
elektrische Ladungsdoppelschicht, die eine Zelle umgibt, die Zellmembranen, die die
Zelle bzw. die Zellorganellen begrenzen, sowie das polare Cytoplasma im
Zellinnern.

Die Dielektrophorese kann beispielsweise verwendet werden zur Auftrennung von
Zellen, Bakterien und anderen Mikroorganismen. Denkbar ist der Einsatz der
Dielektrophorese aber ebenso zur Auftrennung von anderem biologischen Material
wie etwa Nukleins&duren, Proteinen, Lipiden oder anderen organischen
Verbindungen.

Anwendungsmadglichkeiten der Dielektrophorese sind z.B. die Untersuchung von
Trinkwasser, Lebensmitteln und biologischen Flissigkeiten in Hinblick auf
krankheitserregende Mikroorganismen oder die Anreicherung von Stammzellen aus

dem Knochenmark oder periph&ren Blut.
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Der Nachteil der Dielektrophorese ist, daB auch die dielektrischen Eigenschaften

von biologischem Material oft sehr ahnlich sind, wodurch eine Auftrennung von

unterschiedlichen Spezies erschwert wird.

Die erfindungsgemafe Aufgabe besteht deshalb darin, die Trennschérfe von
elektrophoretischen und/oder dielektrophoretischen Verfahren zu vergréBern und
damit ein verbessertes Nachweis- und/oder Reinigungsverfahren zur Verfigung zu

stellen.

Geldst wird die Aufgabe durch die spezifische Bindung von Biosonden an eine
bestimmte Spezies oder an eine Gruppe bestimmter Spezies aus einer Vorlage von
biologischem Material, das mindestens eine Spezies enthalt, wodurch selektiv und
spezifisch die elektrischen und/oder dielekirischen Eigenschaften der so markierten
Spezies verandert werden und dadurch die Reinigung und/oder Detektion der so
markierten Spezies bzw. des durch Bindung der Biosonde entstandenen Komplexes

aus Biosonde und biologischer Spezies mdglich wird.

Das biologische Material umfasst hierbei erfindungsgemaB insbesondere
mindestens eine Spezies aus mindestens einer Gruppe ausgewahlt aus Gewebe,
Zellen, Zellorganellen, Viren, Proteine, Peptide, Nukleinsiuren, Kohlenhydrate,
Lipide oder andere organische Verbindungen, wobei die Spezies auch modifiziert

sein kénnen.

Der wesentliche Vorteil der hier beschriebenen Erfindung gegentiber den Gblichen
Verfahren liegt in der Mdglichkeit der einfachen und schnellen Trennung und/oder
Detektion des durch Bindung der Biosonde an die biologische Spezies
entstandenen Komplexes aus biologischer Spezies und Biosonde, was zum einen
dazu verwendet werden kann, um den Nachweis oder die Reinigung der so selektiv
markierten Spezies zu ermdglichen, umgekehrt aber auch dazu verwendet werden
kann, eine oder mehrere Biosonden aus einer Vorlage von Biosonden mit
unterschiedlichen Bindungsspezifitaten selektiv abzutrennen. In letzterem Fall kann
das biologische Material vor Durchfiihrung des Trennverfahrens insbesondere mit

einer Bibliothek von erfindungsgeméaBen Biosonden unterschiedlicher
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Bindungsspezifitat kontaktiert werden, so dass aus der Bibliothek selektiv bindende

Biosonden identifiziert und isoliert werden kénnen.

Der entscheidende Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens gegenlber
Verfahren wie FACS und MACS ist, daB die Biosonde nicht auf aufwendige Weise
mit einem Fluoreszenzfarbstoff oder einem Magnetkiigelchen modifiziert werden
muB, um Detektion und/oder Reinigung des markierten biologischen Materials zu
erméglichen, und daB ebenfalls der apparative Aufwand, der bei Verfahren wie
FACS oder MACS unumganglich ist, wegfallt.

Das erfindungsgemane Verfahren zum Nachweis oder zur Reinigung von
biologischem Material kann insbesondere folgende Schritte umfassen:

a) Vorlage von biologischem Material, das unterschiedliche Spezies
enthalt.

b) Hinzuftugen einer Biosonde, enthaltend einen Teil A, der spezifisch an
mindestens eine der Spezies bindet, und einen Teil B, der die
elektrischen und/oder dielektrischen Eigenschaften der durch
spezifische Bindung der Biosonde markierten Spezie(s) verandert, so
daB der Nachweis und/oder die Reinigung dieser markierten Spezie(s)
durch Elektrophorese und/oder Dielektrophorese ermdglicht oder
verbessert wird.

c) Aufbau eines elektrischen Feldes zum Nachweis oder zur Reinigung
des Komplexes bzw. der Komplexe aus biologischer Spezie(s) und
spezifisch gebundener Biosonde durch Elektrophorese oder

Dielektrophorese.

Das erfindungsgeméaBe Verfahren kann zwecks ldentifizierung und Isolierung von
spezifisch an vorgelegtes biologisches Material bindende Biosonden insbesondere
folgende Schritte umfassen:
a) Vorlage von biologischem Material, das mindestens eine Spezie enthait.
b) Hinzuflgen einer Biosonde oder verschiedener Biosonden, enthaltend
jeweils einen Teil A, der spezifisch an mindestens eine der Spezies binden

kann, und einen Teil B, der die elekirischen und/oder dielekirischen
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Eigenschaften der durch Bindung einer Biosonde markierten Spezie(s)

verandert, so daB Detektion und/oder Reinigung eines so entstehenden
Komplexes aus biologischer Spezie(s) und biologischem Material méglich
wird, wobei die verschiedenen Biosonden unterschiedliche
Bindungsspezifitaten besitzen und mindestens eine der hinzugefiigten
Biosonden an das biologische Material bindet.

c) Aufbau eines elektrischen Feldes zum Nachweis oder zur Reinigung des
Komplexes bzw. der Komplexe aus biologischer Spezie(s) und spezifisch
gebundener Biosonde durch Elektrophorese oder Dielektrophorese.

Bei den verschiedenen Bjosonden gemanB Punkt (b) kann es sich hierbei
insbesondere um eine Bibliothek von Biosonden unterschiedlicher Substratspezifitat
handeln, die mehr als 10°, insbesondere mehr als 10" verschiedene Biosonden

umfaft.

Die erfindungsgemaBen Biosonden umfassen einen Teil A, der die spezifische
Wechselwirkung zwischen der Sonde und dem biologischen Material vermittelt, und
einen Teil B, der die Eigenschaften des biologischen Materials in der gewiinschten
Art verandert, also in Hinblick auf die Elektrophorese die Ladung, in Hinblick auf die

- | Dielektrophorese die Dielekirizitdtskonstante oder die spezifische Leitfahigkeit bzw.
“die Polarisierbarkeit verandert. Die Teile A und B mssen hierbei nicht strukturell

voneinander getrennt sein.

Teil A der Biosonde ist oder umfaB3t z.B. ein spezifisch an biologisches Material
bindendes Peptid. In diesem Fall kommt eine spezifische Wechselwirkung zwischen
dem Peptid und einem Peptid-Rezeptor, der sich auf dem biologischen Material
befindet, zustande. Ein Beispiel fir eine derartige Wechselwirkung ist die des o~
Faktor-Rezeptors Ste2p aus Saccharomyces cerevisiae mit dem dazugehérigen
Peptid-Liganden o-Faktor. Weitere Beispiele sind der TSH-Rezeptor (Schuppert et
al. (1996) Thyroid 6: 575), der FSH-Rezeptor (Tilly et al. (1992) Endocrinology 131:
799), der EGF-Rezeptor (Christensen et al. (1998) Dan. Med. Bull. 45: 121), der
TNF-Rezeptor (Murphy et al. (1994) Thymus 23: 177), der Transferrin-Rezeptor
(Ponka and Lok (1999) Int. J. Biochem. Cell Biol. 31: 1111), der Insulin-Rezeptor
(Milazzo et al. (1992) Cancer Res. 52: 3924), der FGF-Rezeptor (Kiefer et al. (1991)
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Growth Factors 5: 115), der TGFB-Rezeptor (Derynck et al. (1994) Princess

Takamatsu Symp. 24: 264), der IGF-Rezeptor (Peyrat and Bonneterre (1992) Breast
Cancer Res. Treat. 22: 59), der Angiotensin Il-Rezeptor (Smith and Timmermans
(1994) Curr. Opin. Nephrol. Hypertens. 3: 112) oder der Somatostatin-Rezeptor
(Schonbrunn (1999) Ann. Oncol. 10 Suppl. 2: 17) und die Wechselwirkungen mit
ihren jeweiligen Liganden. Analog sind alle Peptide einsetzbar, die in der Lage sind,
spezifisch an das gewlinschte biologische Material zu binden.

Bei dem spezifisch bindenden Teil A kann es sich auch um einen Antikérper
handeln, insbesondere etwa um einen Antikdrper, der Markerstrukturen auf
Zelloberflachen erkennt. Ein Beispiel flr eine solche Markerstruktur ist der
Transferrin-Rezeptor. Teil A kann desweiteren auch aus einer niedermolekularen
Struktur bestehen, die spezifisch an biologisches Material bindet. Ein Beispiel fur
eine derartige niedermolekulare Struktur ist Acetylcholin, das vom Acetylcholin-
Rezeptor spezifisch gebunden wird. Teil A der Biosonde kann aber beispielsweise
auch ein Kohlenhydrat, ein Lipid, eine anorganische Verbindung, eine Nukleins&ure
oder ein anderer Ligand, der spezifisch an biologisches Material bindet, sein oder

eine dieser Gruppen umfassen.

‘Teil B der Biosonde, der mit Teil A verknlpft ist, ist oder umfaBt eine Struktur, die

bei Bindung an das biologische Material dessen elektrische und/oder dielekirische
Eigenschaften verandert, so dass sich das Verhalten des so modifizierten
biologischen Materials in einem elektrischen und/oder dielektrischen Feld verandert.
Dies kann beispielsweise durch Einflihrung elektrischer Ladung, durch Veranderung
der Dielektrizitatskonstanten und/oder durch Veranderung der spezifischen
Leitfahigkeit des biologischen Materials geschehen. Beispiele flir Trager elekirischer
Ladung sind in diesem Sinne saure und basische Aminoséuren (Aspartat, Glutamat,
Lysin, Arginin), Nukleinsduren (einzelstrangige und doppelstrangige DNA und RNA,
DNA/RNA-Heteroduplex), organische Sauren und Basen (Tartrat, Citrat, Amine),
polyquarternare Amine sowie anorganische Ladungstrager. Strukturen, die das
dielekirische Verhalten des biologischen Materials verandern, sind neben den oben
genannten Strukturen beispielsweise auch hydrophobe, elektrisch neutrale

Strukturen, wie Lipide, Fettsauren, Wachse, Ole und Sterole.
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In einer bevorzugten Ausflihrung ist oder urpfaBt Teil B der Biosonde eine

Nukleinséure, die unmittelbar oder tber ein Zwischenglied an Teil A der Biosonde
kovalent geknupft ist. Die Nukleinséure umfaBt hierbei vorzugsweise mindestens 5
oder 10, besonders bevorzugt mindestens 15 oder 20, Nukleotide.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrung der Biosonde umfafBt Teil B der
Biosonde eine Nukleinsaure, die die genetische Information fur Teil A der Biosonde
umfaBt, wobei Teil A der Biosonde ein Protein oder Polypeptid umfaBt, und Teil B
der Biosonde eine einzel- oder doppelstrangige RNA oder DNA oder eine
RNA/DNA-Heteroduplex umfaBt, die kovalent an Teil A der Biosonde geknipft ist.
Besonders bevorzugt umfasst auch hier bei Teil A der Biosonde einen Liganden fur
den Ste2p-Rezeptor, den TSH-Rezeptor, den FSH-Rezeptor, den EGF-Rezeptor,
den TNF-Rezeptor, den Transferrin-Rezeptor, den Insulin-Rezeptor, den FGF-
Rezeptor, den TGFB-Rezeptor, den IGF-Rezeptor, den Angiotensin Il-Rezeptor oder
den Somatostatin-Rezeptor und Teil B der Biosonde jeweils eine Nukleinséure, die
die firr die genannten Liganden kodierende Sequenzen umfaf3t. Bevorzugt sind bei
dieser bevorzugten Ausflihrungsform Teil A und Teil B der Biosonde lber eine
Einheit kovalent miteinander verknlpft, die dazu in der Lage ist, in einer ribosomal

katalysierten Translationsreaktion die wachsende Peptidkette unter Ausbildung einer

' kovalenten Bindung zu Gbernehmen. Diese Einheit umfasst in diesem Sinne

beispielsweise ein Puromycin- oder Puromycin-analoges Molekll und/oder eine

Aminoséure oder ein Aminosaure-analoges Molekil. Siehe hierzu beispielswiese
auch Roberts et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 12297, W098/16636 und
Krayevsky et al. (1979) Progress in Nucleic Acids Research and Molecular Biology
23: 1.

Zusatzlich zur selektiven Markierung bestimmter Spezies aus dem vorgelegten
biologischen Material mit einer spezifisch bindenden Biosonde kann eine Markierung
dieser Spezies mit einem Fluoreszenzfarbstoff, einem Farbstoff (wie z.B.
Propidiumjodid, Calcofluor), einem entsprechend markierten spezifisch bindenden
Antikdrper (z.B. FITC), einer radioaktiven Markierung (z.B. %5S-Methionin) oder einer
anderen Verbindung, die eine einfache Detektion des biologischen Materials

ermoglicht, durchgefihrt werden.
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Der Nachweis und/oder die Auftrennung der mittels der Biosonde markierten
biologischen Materialien kann entweder eléktrophoretisch unter Verwendung eines
konstanten elektrischen Feldes, beispielsweise durch free flow Elektrophorese, oder
unter Verwendung eines inhomogenen Wechselfeldes durch Dielektrophorese
erfolgen. Insbesondere bei der DEP kann durch die Verwendung der Biosonden
eine signifikante Verbesserung der Trennschérfe erreicht werden.

Besonders bevorzugt anzuwenden ist das erfindungsgeméafRe Verfahren der
Markierung von biologischen Spezies mit Biosonden und der anschlieBenden
Auftrennung des biologischen Materials durch Elekirophorese oder Dielekrophorese
bei der Verwendung von Biochips. Bevorzugt sind hierbei Biochips anzuwenden, wie
sie von Cheng et al. beschrieben werden (Cheng et al. (1998) Anal. Chem.
70:2321). Biochips erlauben eine Durchfiihrung der Trennung und/oder des
Nachweises in miniaturisierter Form. Durch die Miniaturisierung kann der
experimentelle Aufwand z.B. im Vergleich zu FACS zusétzlich reduziert werden.

Uber die dielektrische Auftrennung von Zellen auf einem Chip ist bereits berichtet
worden (Cheng et al. (1998) Anal. Chem. 70:2321), wobei in diesem speziellen Fall
die Unterschiede in den dielektrischen Eigenschaften der aufzutrennenden Spezies
groB genug waren, um eine Auftrennung zu erméglichen. Die Verwendung der
erfindungsgemaBen Biosonden erlaubt auch dann eine Auftrennung biologischer
Spezies, wenn die Unterschiede in den dielekirischen Eigenschaften der
biologischen Spezies selbst nicht groB genug sind, um Auftrennung durch

Dielektrophorese zu ermdglichen.

Beispiele

Beispiel 1:

Herstellung einer Biosonde

Die Biosonde wird ausgehend von einer DNA-Sequenz Uber eine in vitro
Transkription und Translation hergestellt. Nach Roberts and Szostak (1997; Proc.
Natl. Aéad. Sci. USA 94: 12297) wird das bei der Translation entstehende Peptid
ber ein Puromycin kovalent mit seiner mRNA verknlipft. Somit stelit der Peptid-
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Anteil den spezifischen Binder dar, wahrend der mRNA-Anteil durch seine starke

negative Ladung im neutralen pH-Bereich die physikalischen Eigenschaften des
biologischen Materials so verandert, daB3 eine Selektion bzw. Detektion erméglicht
wird. Im Ausflihrungsbeispiel ist das biologische Material eine Population von

5 Hefezellen der Art Saccharomyces cerevisiae vom Paarungstyp MATa, die den a-
Faktor-rezeptor (STE2) exprimieren (Davis and Davey (1997) Biochem. Soc. Trans.
25: 1015). Die detaillierte Ausflihrung wird im folgenden beschrieben: Ausgehend
von einer DNA-Sequenz (Seq. 1), die Gber Standardverfahren (Oligonucleotid-
Synthese) hergestellt werden kann, oder die kommerziell erhaltlich ist (z.B.

10  INTERACTIVA The Virtual Laboratory, Ulm), wird {iber eine Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) ein doppelstrangiges DNA Molekil (Seq. 2) generiert. Das
DNA Molekil enthalt folgende Sequenzbereiche: eine T7-Promotorsequenz, eine
TMV Translationsinitiationssequenz, einen kodierenden Bereich mit einem 5
kodierten E-tag, einer a-Faktor Sequenz und einem 3‘ kodierten Strep-tag. Die

15 Durchfiihrung der PCR ist Stand der Technik und sieht wie folgt aus:

In ein PCR-Reaktionsgefal3 werden folgende Bestandteile gegeben:
1 ul DNA (aus der Oligonucleotid-Synthese entspricht 1 nmol, Seq. 1)
10 pl Tag-Polymerase Puffer 10x (Promega, Mannheim)
‘; 10 pI 25 mM MgCl, (Promega, Mannheim)
20 10 pl 2,5 mM dNTP-Mix (Promega, Mannheim)
10 pl 10 uM Primer 1 (Seq. 3)
10 ul 10 uM Primer 2 (Seq. 4)
2 pl 5 U/ul Tag-Polymerase (Promega, Mannheim)
Das PCR Programm ist wie folgt charakterisiert:

25 10 Zyklen mit 1 min 95°C, 2 min 55°C, 2.min 72°C.

Die DNA wird quantifiziert und etwa 1 nmol der doppelstrangigen DNA werden als
Template flr die in vitro Transkription verwendet. Die Transkription erfolgt mit einem
kauflichen System von Ambion (Austin, USA). Der Standard-Ansatz sieht wie folgt
aus:

30 50 pl DNA-Template (1 nmol)

20 pl Reaction Puffer (Ambion, Austin)
20 pl 75 mM ATP (Ambion, Austin)
20 pl 75 mM CTP (Ambion, Austin)
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20 pl' 75 mM GTP (Ambion, Austin)

20 pl 75 mM UTP (Ambion, Austin)

20 pl Enzyme-Mix (Ambion, Austin)

30 pl HO

Der Ansatz wird fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die RNA wird tiber Phenol-
Chloroform Extraktion aufgearbeitet (Davis et al. 1994) und anschlieBend
quantifiziert.

Die mRNA muB zur Herstellung der Biosonde am 3‘ Ende modifiziert werden, so
daB sich an der mRNA eine kurze DNA-Sequenz und an deren 3‘ Ende ein
Puromycin befindet. Diese Technik ist bei Roberts und Szostak (1997; s.0.)
beschrieben. Im Ausfithrungsbeispiel erfolgt die Modifikation wie folgt:

2 nmol mRNA

2 nmol Linker (Seq. 5; INTERACTIVA, Ulm)

2 nmol Splint (Seq. 6; INTERACTIVA, Ulm)

ad 125 pl H,O

Der Ansatz wird fir 3 min auf 70°C erwéarmt und 15 min bei RT abgekiihlt.
AnschlieBend werden 15 ul 10x Ligase-Puffer (Promega, Mannheim) und 10 pl 20
U/ul T4 DNA-Ligase (Promega, Mannheim) zugegeben. Durch Inkubation fiir 4 h bei

- Raumtemperatur wird der Puromycin-tragende Linker mit der mRNA ligiert.

20

25

30

Der gesamte Ansatz wird mit 10 nmol Antisplint (Seq. 7) versetzt und fir 5 min auf
80°C erwarmt. AnschlieBend wird der Ligationsansatz auf Eis abgekiihlt und die
ligierte mRNA wird quantifiziert.

Zur Herstellung der Biosonde werden 200 pmol ligierte mRNA mit 10 pl *°S-
Methionin (APbiotech, Freiburg), 15 ul Aminoséure Mastermix ohne Methionin

‘(Ambion, Austin) und 200 ul Retic Lysate IVT (Ambion, Austin) versetzt und

translatiert. Es wird auf 300 pl mit H>O aufgefillt. Der Ansatz wird bei 30°C fiir 30
min inkubiert. AnschlieBend werden 100 pl 2,5 M KCl und 70 ul 1 M MgCl,
zugegeben. Der Ansatz wird (iber Nacht bei -20°C gelagert.

Zur Aufarbeitung der Biosonden wird der Translationsansatz mit 10 ml
Bindungspuffer (100 mM Tris/HCI pH 8,0; 10 mM EDTA pH8,0; 1M NaCl: 0,25 %
Triton X-100) versetzt und es werden 10 mg Oligo-dT Cellulose (Apbiotech,
Freiburg) zugegeben. Der Ansatz wird eine Stunde bei 4°C inkubiert. Die Cellulose
mit den gebundenen Biosonden wird durch Filtration abgetrennt und mit 8 mi
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Bindungspuffer gewaschen. Die Biosonden werden mit 4 mal 100 pl H,0O eluiert.

Durch eine Bestimmung der *°S-Zerfalle ih einem Scintillationszahler werden die
Biosonden quantifiziert und kénnen anschlieBend zur Bindung an das biologische

Material eingesetzt werden.

Sequenzen

Seq 1
GGTGCGCCGGTGCCGTATCCGGATCCGCTGGAACCGCGTTGGCATTGGTTGC
AACTAAAACCTGGCCAACCAATGTACTGGAGCCACCCGCAGTTTGAGAAA
Seq2 | !
TAATACGACTCACTATAGGGACAATTACTATTTACAATTACAATGGGTGCGCCG
GTGCCGTATCCGGATCCGCTGGAACCGCGTTGGCATTGGTTGCAACTAAAACC
TGGCCAACCAATGTACTGGAGCCACCCGCAGTTTGAGAAAGCAGGTGCATCCG
CT

Seq 3

TAA TAC GAC TCA CTATAG GGA CAATTACTATTT ACA ATT ACA ATG GGT
GCG CCG GTG CCG TAT |

Seq 4

'AGC GGATGC TTT CTC AAACTG

Seq 5
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACC-Puromycin
Seq 6

GCGCGCTTTTTTTTTNAGCGGATGC
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum Nachweis oder zur Reinigung von biologischem Material durch
Elektrophorese oder Dielektrophorese, folgenden Schritte umfassend:
5 a) Vorlage von biologischem Material, das unterschiedliche Spezies
enthalt.

b) Hinzufliigen einer Biosonde, enthaltend einen Teil A, der spezifisch an
mindestens eine der Spezies bindet, und einen Teil B, der die
elektrischen und/oder dielektrischen Eigenschaften der durch

10 spezifische Bindung der Biosonde markierten Spezie(s) verandert, so
daB der Nachweis und/oder die Reinigung dieser markierten Spezie(s)
durch Elektrophorese und/oder Dielektrophorese erméglicht oder
verbessert wird.

c) Aufbau eines elektrischen Feldes zum Nachweis oder zur Reinigung

15 des Komplexes bzw. der Komplexe aus biologischer Spezie(s) und
spezifisch gebundener Biosonde durch Elekjrqphorese oder

Dielekirophorese.

2. Verfahren zum Nachweis oder zur Reinigung von Biosonden, die spezifisch an
20 -'  biologisches Material binden, durch Elektrophorese oder Dielektrophorese,
folgende Schritte umfassend:
a) Vorlage von biologischem Material, das mindestens eine Spezie enthélt.
b) Hinzufligen einer Biosonde oder verschiedener Biosonden, enthaltend
jeweils einen Teil A, der spezifisch an mindestens eine der Spezies binden
25 kann, und einen Teil B, der die elektrischen und/oder dielektrischen
Eigenschaften der durch Bindung einer Biosonde markierten Spezie(s)
verandert, so daB Detektion und/oder Reinigung eines so entstehenden
Komplexes aus biologischer Spezie(s) und biologischem Material mdglich
wird, wobei die verschiedenen Biosonden unterschiedliche
30 Bindungsspezifitdten besitzen und mindestens eine der hinzugefligten
Biosonden an das biologische Material bindet.
c) Aufbau eines elektrischen Feldes zum Nachweis oder zur Reinigung des
Komplexes bzw. der Komplexe aus biologischer Spezie(s) und spezifisch

gebundener Biosonde durch Elektrophorese oder Dielektrophorese.
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. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, charakterisiert dadurch, daB3 Teil A der

Biosonde ein Protein, bevorzugt ein Antikérper oder Peptid, eine anorganische
Verbindung, ein Kohlenhydrat, eine Nukleinsaure, ein Lipid oder eine andere
spezifisch an biologisches Material bindende organische Verbindung ist oder

mindestens eine der genannten Gruppen umfaBt.

. Verfahren nach Anspruch 3, charakterisiert dadurch, da3 Teil B der Biosonde

eine Nukleinséure, ein elektrisch geladenes Peptid, ein polyquarternares Amin,
eine organische Saure, eine organische Base, eine anorganische Substanz, ein
Lipid, eine Fettsaure oder eine Verbindung aus der Familie der Wachse, Ole oder

Sterole ist oder mindestens eine der genannten Gruppen umfaf3t.

. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, charakterisiert dadurch, daf3 Teil A der

Biosonde ein Peptid oder Protein und Teil B der Biosonde eine fiir das Peptid
oder Protein kodierende Nukleinsaure ist, die kovalent an dieses Peptid oder
Protein gebunden ist, wobei die kovalente Bindung des Peptids bzw. Proteins an
die Nukleinsaure vorzugsweise Uber ein Puromycin-Molekdl erfolgt.

. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 5, wobei es sich bei der Nukleinsaure

um einzelstrangige RNA, doppelstrangige RNA, einzelstrangige DNA,
doppelstrangige DNA oder um eine DNA/RNA-Heteroduplex handelt.

. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 6, wobei es sich bei dem spezifisch

bindenden Peptid, das Teil A der Biosonde ist oder von diesem umfaft wird, um
einen Liganden handelt, der an einen Rezeptor aus der Gruppe der folgenden
Rezeptoren bindet: Ste2p-Rezeptor aus Saccharomyces cerevisiae, TSH-, FSH-,
EGF-, TNF-, Transferrin-, Insulin-, FGF-, TGFp-, IGF-, Angiotensin |- oder

Somatostatin-Rezeptor.

. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei es sich bei dem biologischen

Material um Gewebe, Zellen, Zellorganellen, Viren, Proteine, Peptide,
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Nukleins&uren, Kohlenhydrate, Lipide oder andere organische Verbindungen
handelt oder dieses zumindest eine de‘r"(jenannten Gruppen umfaft.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, gekennzeichnet dadurch, daf3 es
sich bei dem elektrophoretischen Verfahren um die free flow Elekirophorese
handetlt.

10.Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, charakterisiert dadurch, daB das
elektrophoretische oder dielektrophoretische Verfahren unter Verwendung von

Biochips durchgefhrt wird.

11.Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, charakterisiert dadurch, daB das
mit Hilfe der Biosonden spezifisch markierte Material zusétzlich auf andere Weise

spezifisch markiert wird.

12.Verfahren nach Anspruch 11, charakterisiert dadurch, daf3 es sich bei der
zusétzlichen Markierung um eine Farbmarkierung, eine Fluoreszenzmarkierung
oder eine radioaktive Markierung handelt.

’13.MolekUI, im folgenden Biosonde genannt, das einen spezifisch an einen Rezeptor

bindenden Proteinteil enthalt, der unmittelbar oder tber ein Zwischenglied
kovalent mit einer Nukleinsaure verknlipft ist, wobei die Nukleinsaure
vorzugsweise mehr als 5 Nukleotide umfaBt, gekennzeichnet dadurch, daf3 der
Proteinteil des Molekdils einen Liganden flr einen Rezeptor aus der Gruppe der
folgenden Rezeptoren umfaBt: Ste2p-Rezeptor aus Saccharomyces cerevisiae,
TSH-, FSH-, EGF-, TNF-, Transferrin-, Insulin-,

FGF-, TGFB-, IGF-, Angiotensin II- oder Somatostatin-Rezeptor.

14.Biosonde nach Anspruch 13, wobei die Nukleins&ure die genetische Information

fr den Proteinteil umfafBt.
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15. Biosonde nach Anspruch 13 oder 14, wobei es sich bei der Nukleinsaure um

einzelstrangige RNA, doppelstrangige ﬁNA, einzelstrangige DNA,
doppelstrangige DNA oder um eine DNA/RNA-Heteroduplex handelt.

16. Molekiil, im folgenden Biosonde genannt, das einen spezifisch an biologisches

Material bindenden Proteinteil enthalt, der unmittelbar oder tiber ein
Zwischenglied kovalent mit einem Lipidmolekl verknipft ist, wobei es sich bei
dem biologischen Material um Gewebe, Zellen, Zellorganelien, Viren, Proteine,
Peptide, Nukleins&uren, Kohlenhydrate, Lipide oder andere organische
Verbindungen handelt oder dieses zumindest eine der genannten Gruppen

umfaf3t.

17.Molekill, im folgenden Biosonde genannt, das einen spezifisch an biologisches

Material bindenden Proteinteil enthalt, der unmittelbar oder tber ein
Zwischenglied kovalent mit einer polyquarternaren Ammoniumverbindung
verkniipft ist, wobei es sich bei dem biologischen Material um Gewebe, Zellen,
Zellorganellen, Viren, Proteine, Peptide, Nukleinséuren, Kohlenhydrate, Lipide
oder andere organische Verbindungen handelt oder dieses zumindest eine der

genannten Gruppen umfaBt.

18.Biosonde nach Anspruch 16 oder 17, wobei es sich bei dem Proteinteil um ein

Molekuil handelt, das einen Liganden fir einen Rezeptor aus der Gruppe der
folgenden Rezeptoren umfaBt: Ste2p-Rezeptor aus Saccharomyces cerevisiae,
TSH-, FSH-, EGF-, TNF-, Transferrin-, Insulin-, FGF-, TGFp-, IGF-, Angiotensin

II- oder Somatostatin-Rezeptor.

19.Biosonde nach einem der Anspriiche 13 bis 18, wobei das Zwischenglied ein

Puromycin-Molekil umfaft.

20.Komplex aus biologischem Material und einer spezifisch an dieses gebundenen

Biosonde nach Anspruch 13 bis 19, wobei es sich bei dem biologischen Material

um Gewebe, Zellen, Zellorganellen, Viren, Proteine, Peptide, Nukleinsauren,
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Kohlenhydrate, Lipide oder andere organische Verbindungen handelt oder dieses

zumindest eine der genannten Gruppen umfaBt.
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1

102

DNA

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kinstlichen Sequenz: alpha-Faktor

1

ggtgcgecegg tgcegtatce ggatccegetg gaaccgegtt ggcattggtt gcaactaaaa 60

cctggccaac caatgtactg gagccacceg cagtttgaga aa 102

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

162

DNA

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PRE-Fusagen

2

taatacgact cactataggg acaattacta tttacaatta caatgggtgc gccggtgecg 60

tatccggatc cgectggaacce gegttggcat tggttgcaac taaaacctgg ccaaccaatg 120

tactggagcce acccgcagtt tgagaaagca ggtgcatceg ct 162

<210>
<211>
<212>

3
63
DNA
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<213> Kiinstliche Sequen:z

<220>
<223> Beschreibung der kilinstlichen Sequenz: PCR-Primer

<400> 3
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taatacgact cactataggg acaattacta tttacaatta caatgggtgc gcecggtgeccg 60

tat

<210> 4

<211> 21

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: PCR~Primer

<400> 4
agcggatgct ttctcaaact g

<210> 5

<211> 29

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Linker mit
Puromycin am 3'-Ende

<400> 5
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaacc

<210> 6

<211> 25

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Splint

<400> 6
gcgegetttt tttttnageg gatge

63

21

29

25
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