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Markierte molekulare Sonden aus molekularer Sonde und markierendem Enzym, gekennzeichnet
dadurch, dafl molekulare Sondsen an Aminoglucosid-Phosphotransferasen direkt oder tiber einen
Spacer gekoppelt sind.

Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dal die molekularen
Sonden immunreaktive Sonden sind.

Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 2, gekennzeichnet dadurch, da die immunreaktiven
Sonden mono- oder polyklonale Antikérper, Antiseren, Proteine oder Peptide sind.

Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 3, gekennzeichnet dadurch, dal3 das Protein

Protein Aist.

. Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daR die molekularen

Sonden natirlich vorkommende, chemisch hergestellte oder gentechnisch erzeugte
Nucleinsdursn oder deren Derivate oder Fragmente davon sind.

. Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 5, gekennzeichnet dadurch, daf die Nucleinsauren

einstrédngige DNS oder Fragmente davon, doppelstrangige oder partiell doppelstrangige DNS
oder Fragmente davon, Oligodesoxyribonucleotide, RNS oder Fragmente davon oder
Oligoribonuclsotide sind.

. Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 5, gekennzeichnet dadurch, daB die Nucleinsduren

gentechnisch erzeugte hybridisationssonden sind.

. Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, da@ die molekularen

Sonden Proteine mit spezifischer Affinitat zu einem anderen Biomolekil sind.

. Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 8, gekennzeichnet dadurch, daf3 das Protein

Streptavidin, Avidin oder ein kopplungsfahiges Enzym ist.

Markierte moiekulare Sonden nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daf3 dis molekularen
Sonden chemische Verbindungen mit Affinitdt zu einem Biomolekiil sind.

Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 10, gekennzeichnet dadurch, daR die chemische
Verbindung Biotin ist.

Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dal} die Aminoglucosid-
Phosphotransferase Neomycin-Phosphotransferase | oder |} sind.

Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daf’ die molekulare
Sonde an das Enzym (iber eine kovalente Bindung oder (iber einen Spacer mit kovalenten
Bindungen gekoppelt ist.

Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 13, gekennzeichnet dadurch, da3 die Sonde an das
Enzym Gber Glutaraldehyd, Benzochinon, Bis-succinimidylester, Bisimidate und/oder Azide
gekoppelt ist.

Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 1, 13 oder 14, gekennzeichnet dadurch, dal} die
Spacer zwischen molekularer Sonde und Aminoglucosid-Phosphotransferase zwischen 1 und
150 Atomen lang sind und ygf. eine oder mehrere Ringstrukturen enthalten.

Markierte molekulare Senden nach Anspruch 1, 13 oder 14, gekennzeichnet dadurch, dal3 das
Spacermolekil photochemisch, reduktiv oder hydrolytisch spaltbar ist.

Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daf die Kopplung
reversibel ist,

Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daf3 die molekulare
Sonde und das Enzym (ber ionische Bindungen gekoppelt sind.

Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 18, gekennzeichnet dadurch, dall die molekulare
Sonde und das Enzym Uiber Polyethylenimin gekoppelt sind.

Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daf3 die molekulare
Sonde und das Enzym tiber hydrophobe oder andere elektrostatische Wechselwirkungen
gekoppelt sind. :

Markierte molekulare Sonden nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, dal’ die markierten
molekularen Sonden Fusionsproteine aus einem Protein und einer Aminogiucosid-
Phosphotransferase sind.

Verfahren zur Herstellung markierter molekularer Sonden, gekennzeichnet dadurch, daf3 an eine
molekulare Sonde oder ein Gemisch molekularer Sonden eine Aminoglucosid-
Phosphotransferase gekoppelt wird.
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23. Verfahren nach Anspruch 22, gekennzeichnet dadurch, da® als molekulare Sonde eine
immunreaktive Sonde eingesetzt wird.

24, Verfahren nach Anspruch 23, gekennzeichnet dadurch, dafd als immunreaktive Sonde ein mono-
oder polyklonaler Aniikérper, ein Antiserum, ein Protein oder ein Peptid eingesetzt wird.

25, Verfahren nach Anspruch 24, gekennzeichnet dadurch, daB als Protein Protein A eingesetzt wird.

26. Verfahren nach Anspruch 22, gekennzeichnet dadurch, da als molekuiare Sonde eine oder
mehrere naturlich vorkommende, chemisch hergestelite oder gentechnisch erzeugte
Nucleinsduren oder deran Derivate oder Fragmente eingesetzt werden.

27. Verfahron nach Anspruch 26, gekennzeichnet dadurch, daB als Nucleinsauren einstrangige DNS
oder Fragmente davon, doppelstrangige oder partiell doppelstrangige DNS oder Fragmente
davon, Oligodesoxytribonucleotide, RNS oder Fragmente davon oder Oligoribonucleotide
eingesetzt werden.

28. Verfahren nach Anspruch 26, gekennzeichnet dadurch, daB als Nucleinsduren gentechnisch
erzeugte Hybridisationssonden singesetzt werdan.

29, Verfahren nach Anspruch 22, gekennzeichnet dadurch, daB als molekulare Sonden Proteine mit
spezifischer Affinitdt zu einem Biomolekiil eingesetzt werden.

30. Verfahren nach Anspruch 29, gekennzeichnet dadurch, daB als Proteine Avidin, Streptavidin oder
kopplungsféhige Enzyme singesetzt werdon,

31. Verfahren nach Anspruch 22, gekennzeichnet dadurch, da3 als molekulare Sonde eine chemische
Verbindung mit Affinitat zu einem Biomolekiil eingesetzt wird.

32. Verfahren nach Anspruch 31, gekennzeichnet dadurch, daR als chemische Verbindung Biotin
eingesetzt wird.

33. Verfahren nach Anspruch 22, gekennzeichnet dedurch, daf3 als Aminoglucosid-
Phosphotransferase Neomycin-Phosphotransferase | oder ll eingesetzt wird.

34. Verfahren nach Anspruch 22, gekennzeichnet dadurch, daR die Kopplung der Aminoglucosid-
Phosphotransferase an die molekulare Sonde durch die Herstellung einer oder liber Spacer
mehrerer kovalenter Bindungen erfolgt.

35. Verfahren nach Anspruch 34, gekennzeichnet dadurch, daB zur Kopplung Glutaraldehyd, p-
Benzochinon, Bis-succiniimidylester, Bisimidate und/oder Azide eingesetzt werden.

36. Verfahren nach Anspruch 22, 34 und 35, gekennzeichnet dadurch, daf3 als Spacer 1 bis 150 Atome
lange Gruppierungen mit ggf. einer oder mehreren Ringstrukturen eingesetzt werden.

37. Verfahren nach Anspruch 22, gekennzeichnet dadurch, daR die Kopplung der Aminogiucosid-
Phosphotransferase an die molekulare Sonde durch die Herstellung ionischar Bindungen oder
durch eine oder mehrere chemische Verbindungen, die zu beiden Komponenten ionische
Bindungen ausbilden, erfolgt.

38. Verfahren nach Anspruch 37, gekennzeichnet dadurch, daB zur Kopplung Polyethylenimin
eingesetzt wird.

39. Varfahren nach Anspruch 22, gekennzeichnet dadurch, daf? die Kopplung Uber hydrophobe oder
andare alektrostatische Wechselwirkungen erreicht wird.

40. Verfahren nach Anspruch 22, gekennzeichnet dadurch, daR als markierte molekulare Sonden
gentechnisch Fergestellte Fusionsproteine aus einem Protein und einer Aminoglucosid-
Phophotrarsferase eingesetzt werden.

Anwendungsgebist der Erfindung

Diese Erfindung betrifft an molekulare Sonden gekoppelte Aminoglucosid-Phasphotransferasen und Verfahren zu ihrer
Herstellung. Die erfindungsgemiRen Kopplungsprodukie werden vor allem in Nachweismethoden fir DNS, RNS oder Proteine
in der Medizin, Molekularbiologie, Genetik, Mikrobiologie, Phyiopathologie, Landwirtschaft und im Veterindrwesen eingesetzt,

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Als molekulare Sonden werden eine Vielzahi von chemischen Verbindungen und Biomolekilen bezeichnet, die spezifische
Affinitat zu anderen Biomolekiilen aufweisen und dishalb zu deren Nachweis oder affinitatschromatographischer Reinigung
geeignet sind. Zu diesen Sonden zéhlen.

- immunreaktive Sonden, z.B. Antikérper, Antiseren, immunologisch reaktive Proteine;

— Hybridisationssonden, z.B. Nucleinsaurefragmente unterschiedlicher Kettenldnge, DNS- und RNS-Molekule;

- Proteine, die eine spezifische Affinitat zu einem anderen Biomolekil besitzen, z.8. Avidin oder Streptavidin;

- organische Verbindungen, die eine spezifische Affiniiat zu Biomolekilen besitzen, z.B. Biotir.
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Der Nachweis spezifischer Biomolekiile (Zielmolekiile) erfolgt in der Molekularbiologie durch Reaktion der Zielmolekiile mit den
molekularen Sonden (z.B. durch Immunreaktion, Hybridisierung), wobei die Sonden entweder direkt markie«t (2. B. radioaktiv,
Fluoreszenzfarbstoffe) oder mit einem zweiten Nachweissystem gekoppelt sind, das durch eine weiteres, spezifische Reaktion
zum Nach-veis der Zielmolekiile fihrt (z. B. Farbstoffabscheidung und anschlieBende photographische Auswertung). Diese
Nachweisverfahren sind in einer Vielzahl von Publikationen beschrieben und stellen den bekannten Stand der Technik dar.
Innerhalb dieser Nachweisverfahren spielt die (opplung von Enzymen an die Sonden eine zunehmende Rolle, sieha z.B.
Immunoenzymatic Techniques, Hrsg. S.Avrameas et al., Amsterdam (Elsevier Science Publishers) 1983 und Laboratory Techniques
in Biochemistry and Molecular Biology, Vol. 15, Hrsg. R.H.Burdon und P. H. van Knippenberg, Kapitel 11, Preparation of Enzyme -
Antibody or Other Enzyme Macromolecule Conjugates, S.221-278, Amsterdam usw. (Elsevier Science Publishers) 1985.

Eine Vielzahl von Enzymen wurde z. B an Antikérper gekoppelt (S. Avrameas, T. Ternynck, J. L. Guesdon, Scand. J. Immunol.
(1978) 8, Suppl. 7, S.7-23): alkalische Phosphatass, Galactosidase, Glucoamylase, Glucoseoxidase, Glucoronidase,
Lactatdehydrogenase, Lactoperoxidase, Peroxidase, Ribonuclease, Tyrosinase. Nach Avrameas et al., loc. cit., miissen Enzyme,
die zur Kopplung an molekulare Sonden verwendet werden sollen, bestimmte allgemeine Anforderungen erfiillen:

1. hohe spezifische Aktivitit und Durchsatzrate des Substrates;

2, gute Stahilitit bei Zimmertemperatur und bei Arbaitstemperatur;

3. kein oder geringer Aktivititsverlust nach der Kopp.wung;

4. leichte Zugénglichkeit in hochreiner Form aus leicht zugéinglichen Matorialien oder einfache Praparation.

Diese Anforderungen werden von den bisher verwendeten Enzymen nui teilweise erfillt. Die am meisten verwendeten Enzyme
bei Nachweisreaktionen sind Peroxidase und alkalische Phosphatase. Die relativ geringe Thermostabilitit der Enzyme bereitet
dabei besonders beim Ansatz in Hybridisationsreaktionen (z.B. 48 Stunden bei 65°C) Schwierigkeiten bzw, macht einen Einsatz
ganz unmdglich.

Ein weiterer Nachteit der bisher verwsndeten Enzyme besteht darin, dal zum Nachweis im allgemainen Farbreaktionen genutzt
werdan, wobei eine relativ geringe Nachweisempfindlichkeit erreicht wird. Die Ubertragung von **P-markiertem Phosphat
wiirde einen wesentlich empfindlicheren Nachweis als bei den beschriebenen Verfahren erlauben. Die Ubertragung von
3p.markiertem Phosphat auf ein Suk:strat mittels eines an eine Sonde gekoppe'ten Enzyms wurde bisher jedoch nicht
beschrieben.

Bei der Kopplung von Enzymen an molekulare Sonden werden als Kopplungsreagenzien in der Regel bifunktionelle Molekiile mit
gleichen funktionellen Gruppen, z.B. Glutaraldehyd (sighe 2.B. S, Avrameas, Bull. Soc. Chim. Biol. [1968] 50, S. 11691i.),
Benzochinon (siehe z.B. M.Renz, Ch. Kurz {1984, Nucl. Acids Res. 8, 3435-3444), Bisimidoester (siehe z.B. W. C. Mentzer et al.,
J.Protein Chem. [1982] 1, 141-155), oder mit unterschiedlichen Gruppen, 2.B. Azidoaryloxysuccinimide (siehe z. B. T.H.Ji und’
J.Ji, Anal. Biochem. [1982] 121, S.286-289), Azidoarylglyoxal {siehe z. B. S. M. Politz, H.F.Noller, P.D. McWirther, Biochemistry
(1981] 20, 372-378) oder Azidoarylthiophthalimid (siehe z.B. R. B.Moreland et al., Anal. Biocham. [1982] 121, 321-326).
Zunehmende Bedeutung gewinnt das System Biotin-Avidin {Streptavidin), da durch seine Arnwendung eine kaskadenartige
Verstérkung bis zum Faktor 8 erfolgen kann (siehe z. B.USP 4.463.090). Dabei wird als Nachweissystem meist mitan Streptavidin
oder Biotin gekoppelter Peroxidase oder alkalischer Phosphatase gearbeitet, so daB wieder eine Farbreaktion zum Nachweis
genutzt wird,

In den z.B. empfindlichsten Hybridisationsverfahren {z.B. Nachweis einzelner Gene aus menschlicher DNS) sind diese nicht-
radioaktiven Nachweisverfahren mit an Sonden gekoppelten Enzymen noch kiar den Nachweisverfahren mit direki radioaktiv
markierten Nukleinsduresonden unterlegen. Speziell auf diesem Gebiet werden Methoden mit wesentlich héherer
Nachweisempfindlichkeit benétigt.

Mit den bisher bekannten Sonden lassen sich einerseits nur Verstirkungen bis zum Faktor 8 unter Nutzung der Kaskade mit
Biotin/Avidin erreichen, wobei aber an ein und demsslben festen Trager gearbeitet wird. Bei Nachweisverfahren unter
Abscheidung sines Farbstoffes ist eine solche Verstarkung nicht méglich, auBerdem wird durch die niedergsschlagenen
Farbstoffe ofimals eine Wiederverwendung der Biomolekiile unméglich gemacht.

Der Nachweis mit enzymgekoppelten Sonden ist bisher an Firbeveriahren gebunden, bei denen die héhere

Ne shweisempfindlichkeit der autoradiographischen Methode nicht genutzt wird. Fiir einen radioaktiven Nachweis mit
Verstirkung des Signals stehen gegenwiirtig keine Enzyme zur Verfligung, die den Bedingungen aller Reaktionsschritte
gewachsen sind,

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es,.eine enzymmarkierte molekulare Sonde zu entwickeln, die gegeniiber bekannten Sonden eine héhere
Nachweisempfindlichkeit bietet.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist es, ein phosphoryiierendes Enzym an eine molekulare Sonde zu koppeln, das den Anforderungen an

ain kopplungsfahiges Enzym geniigt. '

ErfindungsgemiB wird die Aufgabe dadurch gelost, daB molekulare Scnden an Aminoglucosid-Phosphctransferasen direkt

oder iber einen Spacer gekoppelt werden.

Eswurde (berraschend gefunden, da Aminoglucosid-Phosphotransferasen Eigenschaften aufweisen, die sie zur Verwendung

beim Nachweis von Biomolekiilen unter Signalverstirkung besonders geeignet machen. Diese besonderen Eigenschaften sind:

- eine hohe Thermostabilitat; die Enzyme behalten auch nach Erwdrmen auf 100°C ihre Aktivitat, erfiillen die AnforderLngen an
Lagerstabilitét und gewahrleisten lange Inkubationszeiten sowohl wihrend Erkennungsreaktionen von Biomolekiif und
Sonde als auch wahrend der Reaktion des Enzyms mit dem Substrat;

- Detergenzien-Stabilitat; diese Enzyme sind im Gegensatz zu anderen Enzymen trotz Verinderung ihrer Sekundarstruktur
durch Detergenzien nach enzymatisch aktiv;
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- hohe spezifische Aktivitat; durch Ubertragung von 3P-markiertem Phosphat auf ein Substrat lassen sich radioaktiv

hochmarkisrte Substrate herstellen;

— leichte Zugénglichkeit; die Aminoglucosid-Phosphotransferasen kénnen relativ leicht aus Zellysaten von Mikroorganismen

gewonnen werden.

Die Fiihigkeit der Aminoglucosid-Phosphotransferasen, ohne Schidigung auch bei fiir Enzyme harten Reaktionsbedingungen

radioaktiv markiertes Phosphatzu iibertregen und ihre Arbsitsféhigkeit bei den tiblichen Hybridisationsbedingungen (d.h.biszu

48 Stunden bei 65°C) zeigen deutlich die Sonderstellung dieser Enzyme und machen sie deshalb fir Nachweisverfahren

besonders gssignet.

Durch die erfindungsgem#Ren, markierten molekularen Sonden werden Reaktionsprodukte erzeugt, die hoch radioaktiv und

damit leicht nachweisbar sind. Der Nachweis gelingt auch noch bei Konzentrationen der Zielmolekiile, die nach den bekannten

Nachweisverfahren nicht nachweisbar sind.

Molekulare Sonden, die zur Kopplurg mit den Aminoglucosid-Phosphotransferasen verwendet werden kénnen, sind:

a) immunreaktive Sonden, insbesondere monoklonale oder polyklonale Antikdrper, Antiseren, Proteine — insbesondere
Protein A, Peptide {sowohl natiirlich vorkommende als auch synthetisch oder gentechnisch hergestellte);

b) Nucleinsiuren oder deren Derivate oder Fragmente davan, insbesondere einstringige DNS oder Fragmente davon,
doppelstrangige oder partiell doppelstringige DNS oder Fragmente davon, Oligodesoxyribonucleotide, RNS oder Fragmente
davon, oder Oligoribonucleotide oder gentechnisch erzeugte Hybridisationsonden;

¢) Proteine mit spszifischer Affinitat zu einem anderen Biomolekil, z. B. Streptavidin, Avidin oder bestimmte, kopplungsfihige
Enzyme;

d) chemische Verbindungen mit Aifinitat zu einem Biomolekil, inshesondere Biotin, m-Aminophenylborsaure oder Cibacron
Blue F3GA. .

Zu den Aminoglucosid-Phosphotransferasen, auch als Aminacyclitol-Phosphotransferasen bezeichnet, gehoren die

bekannteren Neomycin-Phosphotransferasen i und Il {auch Kanamycin-Phosphotransferase lund I, Lividomycin-

Phosphotransferase; sishe 2ur Nomenklatur M. J. Haas, J.E. Dowding, Methods in Enzymology {1975)43,5.611-617 und Enzyme

Nomenclature 1984, Nomenclature Committee, International Union of Biochemistry, Academic Press New York 1984}, die

Streptomycin-Phosphotransferase {Abkirzungen: NPT | bzw. NPT II; APH mit der Bezeichnung der 0-Phosphorylierung, z.B.

APH 6; sishe dazu K.L.Rinehardt, J. Infect. Diseases {1969] 119, S.345-350). Von den genannten Aminoglucosid-

Phosphotransferasen werden die Neomycin-Phosphotransferase I und [l bevorzugt.

Das Enzym kann aus genetisch manipulierten Wirtszellen oder aus Wildstimmen isoliert werden; diese Verfahren sind z.B. bei

B.Reiss, R.Sprengel, H.Will, H.Schaller, Gene (1984) 30, 211-218 und P. Trieu-Cout und P.Courvalin, J.Antimicr.Chemother.

[1986] 18, Suppl.C, 93-102, beschrieben.

Zur Kopplung von Enzym und molekularer Sonde stehen eine Vialzahl von Verfahren und Reagenzien zur Verfigung, vondenen

bevorzugte Verfahren und Reagenzien beschrieben werden, wobei jedoch fiir den Fachmann offensichtlich ist, daB auBer den

genannten andere bifunktionalle Molekiile oder andere Verfahren eenfalls verwendet werden kénnen und dabei
erfindungsgemiRe markierte molekulare Sonden hergestelit werden.

Das hauptsichlich durchgefiihrte Verfahren besteht darin, Enzym und melekulare Sonae mittels einer chemischen Verbindung

kovalent miteinander zu kappeln, wobei die als Kopplungsstelle verwendete Spacerlinge zwischen 1 und 150 Atome betragen

kann und in dieser Kette ains oder mehrere Ringstrukturen enthalten sein kdnnen.

Durch die Kopplung wird weder die Erkennungsfahigkeit der Sende fiir das Biomoiekiil noch die Arbeitsfahigkeit des Enzyms

wesentlich beeintrachtigt. Es ist auch eine direkte Kopplung von Enzym an die Sonde maglich; Beispiele hierfur sind die

Fusionsproteina.

Die Herstellung einer kovalenten Bindung zur Erzeugung siner erfindungsgemaGen, markierten molekularen Sonde kann z.8.

durch Glutaraldehyd, p-Benzochinon, Bis-succinimidylester, Bisimidate und/oder Azide erfolgsn. Zu den Bis-succinimidylestern

zihlen z.B. Bis-[2-(succinimidooxycarbonyloxy)ethyl]-sulfon, Bis-(sulfosuccinimidyl)-suberat, Disuccinimidyl-suberat,

Disuccinimidyl-tartrat, Dithiobis-{succinimidylpropicnat), 3,3 -Dithiobis-(sulfosuccinimidyl)-propionat, Ethylenglykolbis-

{succinimidy!succinat), Ethylenglykolbis-(sulfosuccinimidylsuccinar), Bis-[2-{sulfosuccinimidoxycarbanyloxy)ethyll-sulfon und

Disulfosuccinimidyltartrat. Zu den Bisimidaten gehéren z.B. Dimethyladipimidat, Dimethvl-3,3'-dithiobis-(propionimidat),

Dimethyl-pimelinimidat, Dimethyl-suberimidat, usw. Beispiele fir Azide sind N-5-Azido-2-nitrobenzoyloxysuccinimid, p-

Azidophenacylbromid, p-Azidophenylglyoxal, N-(4-Azidophenyithio}-phthalimid, 4,4'-Dithiabis-{phenylazid), 4-(Azidophenyl)-

1,4-dithio-butterssureimid-ethylester, 4-Fluor-3-nitrophenylazid, N-Hydroxysuccimidyl-4-azidobenzoat, N-

Hydroxysuccinimidyl-4-azidosalicyledure, 4-Azidobenzoesdureimid-methylester, 2-Diazo-3,3,3-trifluorpropionylchlorid, p-

Nitrophenyl-2-diazn-3,3,3-triflucrg repionat, N-Succinimidyl-6-(4"-azido-2'-nitrophenylamino)hexanoat. Zu dieser Klasse

gehdran auch spaltbare Kopplungsreagenzien, durch deren Einsatz zur Herstellung der erfindungsgemafien Sonden Produkte

erzeugt werden, die in einem Reakiinnsschritt des Nachweisverfalirens wieder gespalten werden k3nnen und damit die

Enzymreaktion mit frei beweglichen Enzymean durchgefihrt werden kann, was einen kinetischen Vorteil beinhaltet.

Zu diesen spaltbaren Kopplungsreagenzien gehdren z.B. N-Succinimidyl-(4-azidophenyl-1,3"-dithiopropionat,

Sulfosuccinimidyi-2- {m-azido-0-nitrobenzamido)-ethyl-1,3"-dithiopropionat, Sulfosuccinimidyl-{4-azidophenyl-dithio)-

propionat, Sulfosuccinimidyl-2-(p-azidosalicylamido)ethyl-1,3"-dithiopropionat.

Einen Spezialfall fir kovalente Kopplung von molekularen Sonden an Enzyme stellen die Fusionsproteine dar. Sie werden meist

synthetisch oder gentechnisch hergestell, wobei Sondenprotein und Enzym peptidisch miteinander verkniipft werden. Bei den

gentechnisch hergestellten Fusionsprotainen ist dabei die genetische Information fir das Sondenprotein benachbart und im

Leseraster auf einem gentechnischen Vektor lokalisiert und wird vom Wirtsorganismus in eine durchgéngige

Aminosduresequenz libersetzt.

Neben der kovalenten Bindung ist eine Bindung iiber ionische Gruppen maglich. Dabei k8nnen Verbindungen verwendetwerden,

an die sowohl das Enzym als auch die molekulare Sonde ionisch gebunden werden, z.B. Polyethylenimin, Polyelektrolyte oder

Ampholyte. Als drittes Kopplungsprinzip ist die Herstellung der erfindungsgemaRen markierten molekularen Sonden durch

elektrostatische Wechselwirkungen maéglich. Zu den elektrostatischen Wechseiwirkungen zéhlen die hydrophaob-hydrophob-,

Dipo!-Dipol-Wechselwirkungen, Bindungen iiber van-der-Waalssche Kréfte und Wasserstoffbriickenbindungen.
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Die Erfindung bezieht sich auch auf Verfahren zur Herstellung von mittels Aminoglucosid-Phosphotransferasen markierten
molekularen Sonden. Das Verfahren bestsht darin, an eine molekulare Sonde oder an ein Gemisch molekularer Sondzn eine
Aminoglucosid-Phosphotransferase zu koppeln. Als Sonden kdnnen dazu die bereits weiter oben genannten immunreaktiven
Sonden, Nucleinsiiuren, Proteine oder chemischen Verbindungen verwendet werden. Als Aminoglucosid-Phosphotransferasen
werden Nevmycin-Phosphotransferase | und |l bevorzugt. Zur Nomenklatur und zu weiteren Varianten zur Durchfiihrung des
Verfahrens gilt das gleiche wie oben.

Eine Verfahrensvariante zur Herstellung von markierten molekularen Sonden besteht darin, die Aminoglucosid-
Phosphotransfarase an die molekulare Sonde durch die Herstellung einer direkten kovalenten Rindung oder tiber
Kopplungsreagenzien kovalent zu binden. Als Kopplungsreagenzien kommen die bereits genannten in Betracht. Die
Reaktionsbedingungen sind von der Art der molekularen Sor.de, von der Aminoglucosid-Phosphotransferase und vom
Kopplungsreagens abhingig. Es kénnen jedoch auch bereits beschriebene Standard-Protokolle zur Herstellung der Kopplung
verwendetwerden, Eei den Kopplungsvarianten ist zu beachten, daf fir bevorzugts Ausfihrungsformen eine Spacergruppe mit
1 bis 160 Atomen in der Kette und ggf. Ringstrukturen in der Kette verwendet wird, die der markierten molekularen Sonde
Gelegenhsit gibt, eine méglichst groBe Anzahl von Substratmolekiilen z2u erreichen. Bevorzugt werden Kopplungen mit
Glutaraldehyd, p-Benzochinon, Bis-succinimidylestern, Bisimidaten oder Aziden, wie sie bereits beschrieben worden sind.
tine zweite Verfahrensvariante besteht darin, die Kopplung iber die Aushildung ionischer Bindungen vorzunehmen. Die
Kopplung kann dabei z.B. direkt zwischen einem Protein (Enzym) und einer DNS als molekularer Sonde erfolgen. Bevorzugt
werden Varianten, bei denen die Kopplung durch eine oder mehrere chemische Verbindungen erfo!gt, zu der/denen beide
Reaktionspartner ionische Bindungen susbilden kdnnen. Solche Verbindungen sind z. B. Polyethyienimine untarschiedlicher
Molmassen, Polyelektrolyte oder Ampholyte, aber auch oligomere oder polymere Verbindungen mit Ladungen im Molekil.
Eine weitere Verfahrensvariante besteht darin, zur Kopplung elektrostatische Wechselwirkungen von Enzym und molekularer
Sonde zu nutzen. Solche Wechselwirkungen kdnnen hydrophob-hydrophob oder Dipol-Dipol sein oder {iber van-der-Waalssche
Krafte oder Wasserstoffbriickenbinduiigen erfolgen.

Einen Sonderfall stellen auch hier die Fusionsproteine dar, die gentechnisch ader synthetisch hergestellt werden urid bei denen
Sonde und Enzym direkt miteinander verbunden sind, wie es weiter oben bereits beschrieben worden ist.

Die nach den erfindungsgemiBen Verfahren hergestellten markierten molekularen Sonden kdnnen in Nachweisverfahren fiir
Biomolekiile verwendet werden. Dis erfindungsgemiR verwendeten Enzyme, die Aminoglucosid-Phosphotransferasen,
zeichnen sich durch hohe Bestindigkeit in allen Nachweisschritten aus, d.h., die erfindungsgem3Ren markierten Sunden
kénnen in Hybridisationsverfahren bei Temperaturen von 65°C eingesetzt werden. Durch die Verwendung dieser Sonden ist
beim autoradiographischen Nachwaeis in Abh#ngigkeit von der Verfligbarkeit der Reaktionspartner, die wasentlich von der
Beweglichkeit der Sonde und vom Angebot an Substrat bestimmt wird, ein Verstarkungsfaktaor von mindestens 10 2u erzielen, )
oftmals jedoch ein wesentlich héherer Faktor. Bisher ist eine solche Verstarkung mit an Enzyme gekoppelten Sonden nicht
erreicht worden.

Ausflihrungsbeisgisle

Belspisl 1

Kopplung von polyklonalem Antikdrper an Kenamycin-Phosphotransfersse

1 ml Anti-Humansarumalbumin-Antiserum (Kaninchen) mit 0,9% NaCl wird mit 10mg Benzochinon in 0,3ml Ethanol 1 Stunde
bei Zimmertemperatur zur Reaktion gebracht. Danach wird tiberschiissiges Berzochinon miittels einer Sephadex G 25-Séule
aogetrennt und der Komplex Benzachinon-Antikarper fraktioniert. Die einzelnen Fraktionen werden in einem Immuntest gegen
Humanserumalbumin (HSA) gepriift. Die gesuchte Fraktion wird mit 1 mg Kanamycin-Phosphotransferasein 1ml 1M
Bicarbonat-Puffer (pH-Wert 9) liber Nacht bei Zimmertemperatur im Dunkeln zur Reaktion gebracht.

Das Reaktionsprodukt wird Giber Nacht gegen 0,9% NaCl-Lésung dialysiert und so verwendet. Es kann nach der Dialyse auch in
Aliquots aufgeteilt und bei —20°C gelagert werden, oder das Produkt Antikérper-Benzochinon-Kanamycin-Phosphotransferase
kann sofort zur immunologischen Reaktion eingesetzt werden.
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