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(54) Verfahren zur Kopplung von Nukleinsduren an Trdgermaterialien

(57) Die Erfindung betrifft ein chemisches Kopplungsverfahren von
Nukleinsduren an Trégermaterialien, das flir affinit&tschromatografische
Untersuchungen verwendet wird. Ziel ist die stabile Xopplung von
Nukleinsduren an einen Trdger. Es wurde iberraschend gefunden, daB8 nur
im sauver gepufferten pli-Bereich (5 bis 6,5) eine unter
Hybridisationsbedingungen stabile Kopplung der Nukleinsduren an
Cyanursdurechlorid aktivierte Trédgermaterialien mdglich ist. Das
Kopplungsverfahren kann auch zum Transfer von in Trenngelen

getrennten Nukleinsduren auf aktiviertem Papier benutzt werden.
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Erfinder: Dr. H.-D. Hunger

Verfahren zur Kopplung von Nukleinsiduren an Trigermaterialien

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betriff+t ein Verfahren zur Kopplung von Nu-
kleinsturen an Trigermaterialien, das in der Biochemie fiir .
affinitédtschromatografische Untersuchungen Anwendung findet.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Die Kopplung von Nukleinsiuren nach bekannten chemischen Ver-
fahren (H, Potuzak and P, D. G. Dean (1978) Febs-Lett. 88,
161 - 166; H. H., Weetall (Separation and Purification
Methods, 2_(2), 199 - 229 (1973))) fiihrt unter Hybridisa-.
tionsbedingungen zu relativ instabilen Kopplungsprodukten,
Sie sind deshalb fiir den Einsatz zur Affinitéfschromatografie
von Minorkomponenten eines Nukleinsduregemisches bzw. fir
Transferversuche von Nukleinszuren aus Trenngelen mittels ak-
tivierten Papieren schlecht geeignet. :

Ein weiteres bekanntes Verfahren mit Cyanurchlorid (S,
Biagioni, R. Sistb,.A. Ferraro, P, Caiafa, C. Turano Analyti-
cal Biochemistry 89, 616 - 619 (1978); N. L. Smith and H. M.
Lenhoff Analytical Biochemistry 61, 392 - 415.(1974)) koppelt
nur Doppelstrang DNS an kristalline Zellulose. Die Kopplungs=-
bedingungen erlauben keine Stabilitit der Kopplung unter Hy-
bridisationsbedingungen.,

Bekannte Kopplungsverfahren liber Diazobenzyloxymethylgruppen
(J. C. Alwine, D..Kemp, B, A. Parker, J. Keiser, J. Renart, .
G. R. Stark, G. M, Wahl Methods in Enzymology, noch im Druck)
stellen eine chemisch relativ aufwendige Prozedur dar,
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Ziel der Erfindung v

Ziel der Erfindung ist es, ein chemisch einfaches Verfédhren
zur Kopplung von Nukleinsiuren an Tréagermaterialien zu ent-
wickeln,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist es, ein solches Verfahren zu schaf-
fen, daf die Bindung der Nukleinsduren an das Trigermaterial
unter Hybridisations=- und Elutionsbedingungen stabil ist,
Erfindungsgemdl wird das zur Kopplung von NukleinsZuren ver-
wendete Trigermaterial, vorzugsweise Zellulose oder Papier,
das mit CyanursiZurechlorid aktiviert wurde, im schwach sauren
gepufferten pH~Bereich, vorzugsweise 5 - 6,5, mit den Nu-
kleinsduren in Kontakt gebracht. (Die Aktivierung des Triger=-
 materials erfolgt in einem Gemisch von Dioxen/Xylole)
Uberraschend wurde gefunden, daB eine unter Hybridisationsbe-
dingungen stabile Kopplung nur im schwach sauren gepufferten
pH-Bereich, .bevorzugt bei pH = 6,1 und inm %5 I Ssrensen-Puf-
fer erfolgt.

Eine Kopplung an aktiviertes Papier benutzt man zum Transfer
von Nukleinsduren bzw, ihrer Bruchstiicke aus Trenngelen. Die
Ubertragung der Nukleinsiuren aus Trenngelen auf das Papier
erfolgt nach der von Southern (6) beschriebenen Technik,

‘Die. Erfindung hat den Vorteil, daf sie universell anwendbar
ist. Es kdnnen DNS~- und RNS-Bruchstiicke der verschiedensten
GroBen (Einzelstrang und Doppelstrang) gekoppelt werden, Die
Kopplung ist unter Hybridisations- und Elutionsbedingungen
stabil. v

~ Die Erfindung soll anschlieBSend an einem Beispiel ndher er-

" lintert werden. |

Ausfithrungsbeispiel C ,

045 cm2 Whatman 540-Papier werden 15 Minuten in 3 M NaOH ge-

schiittelt. Das Papier wird in eine 5 % Cyanursdurechloridlo-

sung in Dioxan/Xylol (1 :.1) gebracht und 30 Minuten bei Zim-
mertemperatur geschiittelt.
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Das Filterblittchen wird je 10 Minuten gewaschen (2 x Dioxan,
1 x Dioxan Eisessig/Wasser (2/1/1), 1 x Wasser).

Die Kopplung der Nukleinsiuren erfolgt bel Zimmertemperatur
in einem 1/15 m S6rensen-Puffer pH 6,1, DNS-Konzentration

100 /ug/ml. ) _ ' ‘

Es werden bis zu 20 jug DiS/cm™ Papier kovalent gebunden, In-
aktivierung vorhandener Restgruppen erfolgt mittels 1 % Atha-
nolamin im Kopplungspuffer.
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Erfindungsangpruch

1+ Verfahren zur Kopplung von Nukleinsduren an mit Cyanursiu-
rechlorid aktivierte Trégermaterialien, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die Tridgermaterialien, vorzugsweise Zellulo-
se oder Papler, im. schwach sauren, gepufferten pH-Bereich,
vorzugsweise 5 - 6,5, mit Nukleinsiuren in Kontakt ge-

. bracht werden, _ v .

24 Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daf die

Kopplung bei pH 6,1 in %5 M Strensen-Puffer durchgefiihrt

. wird, : o .
3. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB die
Kopplung mittels Southern~Technik erfolgt.
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