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(57) Es wird ein Verfahren zur selektiven Fixierung von Einzelkomponenten aus Gemischen biologisch aktiver Stoffe
an Tragermaterialien zur Verfiigung gestellt, das darin besteht, daR die feste Phase mit der den biologisch aktiven
Stoff oder das Stoffgemisch enthaltenden flissigen Phase in Gegenwart eines fliissigen organischen Mediums in
Kontakt gebracht wird oder da® nach Aufnahme des biologisch aktiven Stoffes oder des Stoffgemisches durch die
feste Phase der Kontakt mit dem organischen Medium erfolgt. Das Verfahren kann vorteilhaft zur Trennung und
Fixierung von Nukleinsduren, Nukleotiden, Proteinen, Plasmiden, Genfragmenten usw. aus Gemischen an feste
Trager angewendet werden.
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Erfindungsanspruch:

1. Verfahren zur selektiven Fixierung von biologisch aktiven Stoffen aus fliissiger Phase unter Verwendung einer festen Phase,
gekennzeichnet dadurch, dafd die feste Phase mit der den biologisch aktiven Stoff oder das Stoffgemisch enthaltenden
fliissigen Phase in Gegenwart eines flissigen organischen Mediums in Kontakt gebracht wird oder daf nach Aufnahme des
biologisch aktiven Stoffes oder des Stoffgemisches durch die feste Phase der Kontakt mit dem organischen Medium erfolgt.

* 2. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, dafd als feste Phase in Wasser oder organischen Lésungsmitteln unlésliche
anorganische oder organische niedermolekulare oder makromolekulare Stoffe oder deren Gemische verwendet werden, die
Gruppierungen enthalten, die mindestens eine kovalente Bindung zum biologisch aktiven Stoff ausbilden.

3. Verfahren nach Punkt 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, daR als feste Phase eine makromolekulare Masse mit chemisch
aktiven Fullstoffen verwendet wird, die aus
— einer makromolekularen Verbindung in einer Konzentration von 5-80 Vol.-%.

— aus einer makromolekularen Verbindung mit 4,6-Dihalogen-1,3,5-triazin-Gruppierungen in einer Konzentration von 1-80
Vol.-%.

— aus 2,4,6-Trihalogen-1,3,5-triazin in einer Konzentration von 0,5-50 Vol.-%.

— aus Metallhalogeniden in einer Konzentration bis zu 20 Vol.-%.

— gegebenfalls aus puffernden Substanzen bis zu 5Vol.-%,

— gegebenfalls aus einem flissigen Dispersionsmittel und

gegebenfalls weiteren Zusatzmitteln

besteht. -

4. Verfahren nach Punkt 1-3, gekennzeichnet dadurch, daf als flissiges organisches Medium ein oder mehrere mit Wasser
mischbare Lsungsmittel verwendet werden, die bis zu 35 Vol.-% mit Wasser nicht mischbare Flissigkeiten enthalten
konnen.

5. Verfahren nach Punkt 1-5, gekennzeichnet dadurch, daR als filissiges organisches Medium polare Lésungsmittel wie
Acetonitril, Dimethylsulfoxid, Dimethylformamid und Ethanol verwendet werden.

6. Verfahren nach Punkt 1-5, gekennzeichnet dadurch, daR als fliissiges organisches Medium zyklische Ether wie Dioxan oder
Tetrahydrofuran verwendet werden. ' )

7. Verfahren nach Punkt 1-6, gekennzeichnet dadurch, daR das Inkontaktbringen des organischen Mediums mit der festen
Phase vor oder wihrend eines Tiipfel- oder Blottingverfahrens erfolgt.

8. Verfahren nach Punkt 1-6, gekennzeichnet dadurch, daf das Inkontaktbringen des organischen Mediums mit der festen
Phase nach Tiipfel- oder Blottingverfahren erfoigt.

’
{

Anwendungsgebiét der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Vefahren zur selektiven Fixierung von biologisch aktiven Stoffen an Tragermaterialien. Das Verfahren
kann fiir analytische und praparative Aufgaben in der Molekularbiologie, Biochemie und Medizin angewandt werden.

Charakterisierung der bekannten technischen Lésungen

Die Bindung von biologisch aktiven Stoffen (z.B. Proteine, Nukleinsduren) an die verschiedendsten Trager ist bekannt, z.B:
werden mit Trihalogen-Triazinen aktivierte Tragermaterialien und makromolekulare Massen mit chemisch aktiven Fillstoffenin
EP 0134025 beschrieben. Dabei konnten bisher die einzeinen Komponenten von Gemischen der unterschiedlichsten biologisch
aktiven Stoffe (besonders wichtig bei Zellaufschliissen) nur statistisch gleichberechtigtan den Trager gebunden werden. Hierbei
wurden die Trager in wéssrigen Ldsungen in Kontakt mit den biologisch aktiven Stoffen gebracht und ausschlieBlich in
wissrigen Lésungen weiter verarbeitet.

Oligonukleotide konnten bisher nicht an Trager dieser Art gebunden werden.

Nitrocellulose bindet nur Nukleinsaurefragmente gréRer als 50 Nukieotide. Die Fixierung langerer Fragmente erfolgt hierbei
durch mehrstiindiges Backen bei 80°C.

Weiterhin ist bekannt, Oligonukieotide an lonenaustauscherzu binden. Dabei kann keine Selektivitat erreicht werden. (siehe z.B.
A.Rosenthal, S. Schwertner, V.Hahn, H. D.Hunger, Solidphase Methods fiir Sequencing of Nucleic Acids |. Simultaneous
Sequencing of different Oligonucleotids Using a New, Mechanically Stable Anion-Exchange Paper, Nucleis Acid Research,
Vol.13, No.4, S.1173-1184 (1985).

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, ein Analyseverfahren fiir biologisch aktive Stoffe zur Verfligung stehen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zu Grunde, ein Verfahren zur Verfligung zu stellen, daB die selektive Fixierung von
Einzelkomponenten aus Gemischen biologisch aktiver Stoffe an Trdgermaterialien erlaubt.

ErfindungsgemiR wird die Aufgabe dadurch geldst, daR die feste Phase mit der den biologisch aktiven Stoff oder das
Stoffgemisch enthaltenden fliissigen Phase in Gegenwart eines flissigen organischen Mediums in Kontakt gebracht wird, ode
da® nach Aufnahme des biologisch aktiven Stoffes oder des Stoffgemisches durch die feste Phase der Kontakt mit dem
organischen Medium erfolgt.
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Biologisch aktive Stoffe im Sinne der Erfindung sind z.B. Proteine, Nucleinsduren, Oligonucleotide, Nucleotide, Aminosauren,
Peptide, Plasmide, Genfragmente usw. Bei der Fixierung der biologisch aktiven Stoffe an Tragersysteme wurde gefunden, daR
in Gegenwart organischer Lésungsmitte! die einzelnen Verbindungsklassen in diesen organischen Lésungsmitteln bei der
nucleophilen Substitution ein unterschiedliches Verhalten aufweisen. Dadurch kénnen aus Gemischen biologisch aktiver Stoffe
Einzelkomponenten selektiv zur Reaktion gebracht werden. Uberraschend wurde gefunden, daR auf diesem Wege
Oligonucleotide und Nucleotide selektiv aus Gemischen abgetrennt und fixiert werden kénnen.
Als feste Phase sind in Wasser oder organischen Lésungsmitteln un|sliche anorganische oder organische niedermolekulare
oder makromolekulare Stoffe oder deren Gemische geeignet, wobei diese Stoffe zur Ausbildung mindestens einer kovalenten
Bindung zum biologisch aktiven Stoff in der Lage sind. Besonders geeignet als feste Phase sind Tragermaterialien, die aus
synthetischen und/oder natiirlichen Polymeren hergestellt werden und die vor ihrer Verwendung chemisch aktiviert werden.
-Eine solche Aktivierung kann mit Séurehalogeniden, Bromcyan, Di-oder Polyaldehyden, Diepoxiden, Diisocyanaten,
Diazoverbindungen, Carbodiimiden usw. erfolgen.
Als besonders geeignet fiir das erfindungsgemaRe Verfahren sind makromolekulare Massen, die aus einer makromolekularen
Verbindung in einer Konzentration von 5-80 Vol.-%, einer makromolekularen Verbindung mit 4,6-Dihalogen-1,3,5-triazin-
Gruppierungen in einer Konzentration von 1-80 Vol.-%, aus 2,4,6-Trihalogen-1,3,5-Triazin in einer Konzentration von 0,5-50
Vol.-%, aus Metallhalogeniden in einer Konzentration bis zu 20 Vol.-%, ggf. puffernden Substanzen bis zu 5 Vol.-%, ggf. flissigen
Dispersionsmitteln und ggf. weiteren Zusatzstoffen bestehen. Ein Verfahren zur Herstellung solcher, fiir das erfindungsgeméRe
Verfahren besonders geeigneter fester Phasen, wird z. B. in der EP 134025 beschrieben (z.B. CCA-Papier). Die komplexe
Zusammensetzung dieser Trager ist besonders fiir die selektive Fixierung einzelner Komponenten aus biologischen
Stoffgemischen geeignet. s
Als organische Losungsmitte! sind mit Wasser mischbare organische Stoffe geeignet. Diesen kdnnen bis zu 35 Vol.-% mit Wasser
nichtmischbare organische Fliissigkeiten zugesetzt werden. Besonders geeignet fiir das erfindungsgemiRe Verfahren sind als
flissiges organisches Medium polare Lésungsmittel wie Acetonitril, Dimethylsulfoxid, Dimethyiformamid, Ethanol, Propanol
usw.
Bevorzugt werden als flt'jssig'e organische Medien zyklische Ether, z. B. Tetrahydrofuran und Dioxan.
Als Zeitpunkt fir das Inkontaktbringen des organischen Mediums mit der festen Phase kommt prinzipiell jede Stufe einer
Trennoperation mit biologisch aktiven Stoffen in Betracht. Besonders geeignet ist das erfindungsgemaRe Verfahren bei Tipfel-
und Blottingverfahren. Bei diesen Verfahren kann das organische Medium mit der festen Phase vor oder wihrend der
Durchfiihrung angewendet werden. Bevorzugt ist die Durchfiihrung des erfindungsgemaRen Verfahrens nach einem Tlpfel-
oder BlottingprozeR.
Vorteilhaft angewandt wird das erfindungsgemaRe Verfahren zur Fixierung von Ribonukleinsauren, Desoxiribonukleinsiuren
oder Proteinen aus einem komplexen Gemisch biologisch aktiver Substanzen an feste Tragermaterialien. Besonders geeignet ist
das erfindungsgeméRe Verfahren zur Fixierung von Nukleinsurefragmenten an Trégermaterialien, z.B. im genomischen
Blotting. Hervorzuheben ist, daR es mit dem erfindungsgemé&Ren Verfahren erstmals mdoglich wird, aus komplexen Gemischen
heraus Oligonukleotide selektiv an eine feste Phase, insbesondere an Flachentrager zu fixieren.

Ausfiihrungsbeispiele

Beispiel 1

Blotting von Oligonukleotiden

Ein nach Maxam und Gilbert-Technik *2P markiertes, gespaltenes Oligonukleotid (14 Nukleotide: d ACCTACCFPUGGTGGT)
wurde in einem 20%igen Polyacrylamidgel, 7M Harnstoff aufgetrennt (Sequenzgel) und das Gel zunachst autoradiographiert.
Danach wurde das Gel direkt auf der Glasplatte mit einem 0,1M Phosphatpuffer pH5,5 + 1% Essigsdure befeuchtet und ebenfalls
befeuchtetes CCA-Papier (EPO 134025) auf das Trenngel aufgelegt. Darliber wurde eine Schicht dickeres Filterpapier (FN18) und
ein Stapel Zellstoff gelegt und unter Beschwerung die Oligonukleotide auf das CCA-Papier Ubertragen (3h, Raumtemperatur,
Kontrolle mit Handcounter). AnschlieRend erfolgte die Fixierung der Oligonukleotide tiber Nacht in einem Dioxanbad
{Raumtemperatur). :

Nach der Fixierung wurde der Trager intensiv in einmal SSC 0,1% SDS bei 65°C gewaschen. (1x SSC = 0,15M NaCl 0,015 M
Natriumcitrat).

Nach der Waschung sind in der Autoradiographie alle Banden sichtbar. Die Sequenz ist eindeutig lesbar. Durch das Verfahren
konnten sémtliche Fragmente von 14 bis 1 Nukleotid fixiert werden.

Als Kontrolle mitgefihrtes Filterpapier zeigt keinerlei Fixierung.

Beispiel 2
Das Verfahren wurde wie unter Beispiel 1 beschrieben durchgefiihrt. Anstelle Dioxan wurde Dimethylformamid eingesetzt. Die
Sequenz ist auf CCA-Papier vollsténdig lesbar.

Beispiel 3

RNS-Tipfeltest

Verschiedene Konzentrationen von tRNS (100,75,45,20,10,2 ug/u!) wurden jeweils mit 2P markierter RNS (1000 cpm/ul) versetzt
und auf CCA-Papier aufgetiipfelt (jeweils 1 ul).

Danach wurden die einzelnen Papierstreifen in verschiedenen Lésungsmitteln bei Raumtemperatur fixiert.

Ein nicht fixierter Streifen wurde als Kontrolle mitgefiihrt. Nach der Fixierung erfolgte eine Waschung der Streifen und eine
Autoradiographie wie unter Beispiel 1 beschrieben. Als Loésungsmittel wurden verwendet: Ethanol, Formamid, Acetylaceton,
Aceton, Adipinséurediathylether, Acetonitril, Dimethylsulfoxid, Dioxan/Xylol, Dioxan, Xylol, Dibutylether, Essigsaureathylester,
Dimethylformamid, 10% Ethanolamin, Tetrahydrofuran.

Davon zeigen nur Dimethylformamid, Dioxan, Acetonitril und Ethanol fiir RNS an CCA-Papier fixierende Wirkung.
Essigsiuredisthylester, Tetrahydrofuran, Acetylaceton, Aceton verringern die RNS-Bindung unter den Normalwert.
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