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Verfahren zur Festphasen-Sequenzierung von Nucleinsdure-—
fragmenten

Anwendungsgebiet der Erfindung

Anwendungsgebiet der Erfindung ist die Sequenzanalyse von Nu-
cleinsaurefragmenten (DNA und RWA) in def Molekularbiologie
und Gentechnik bzw. die Sequenzanalyse von Oligodesoxy~ und
Oligoribonucleotiden nach chemischer Synthese dieser Abschnit~
te.

Charakterisierung der bekannten technischen Ldsungen

In Dez. 1983 wurde von zwel sowjetischen Autoren (S.A. Chuvpilo
und V.V. Kravchenko: Bioorg. Ehim 9(12) (1983) 1634~1637) erst-
malig ein Festphasenverfahren allerdings nur zur Sequenzierung
langer DNA~-Abschnitte und unter Nutzung eines kommerziell er-—
héltlichen DEAE~Papieres (DE 81 der Firma Whatman) beschriebene.
Es besteht aus den Schritten: 1) Immobilisierung des 5'~ oder
3'-markierten DNA-Fragmentes an den Triger; 2) Waschen; 3) che-
mische Modifikationsreaktionen ohne ReagenziiberschuB (d.he.
nicht in einem ReaktionsgefdB8) nach Maxam und Gilbert (A.M.
Maxam und W. Gilbert: Methods in Enzymol. 65 (198¢) 499~560);
4) Waschen; 5) Piperidin-Reaktion unter Standardbedingungen
(nur 2@ % Verlust der radiocaktiven Fragmente); 6) Haschen;
7) 2 x Elution der Fragmente vom Trdger mit 1 M NaCl bei 60°C;
8) Ethanol-Precipitation zur Ausfidllung des Materials und 2 x
Waschen mit 90 % Ethanol.
Nachteilig in diesem Verfahren gind:
~ Die sehr schlechbe mechanische Stabilitdt des DE 81 Papieres
erschwert sehr die Manipulierung mit dem Trédger in wassrigen
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Puffern (vor allem bei hoheren Temperaturen). Es kommt zum
schnellen ZerreiBen, Aufldsen und Abfledern des Trégers;

— Die Verwendeten lModifikationsreaktionen fihren in der A+G—,
T+C= und C- Reaktion zu nahezu 100 % Verlusten, wenn sie in
ReaktionsgefdBen (z.B. in Tppendorf—Hhtcaen) mit Reagenzliber—
schuB ausgefihrt werden.

- Aufgrund der schlechten mechanischen Higenschaften des DE 81
Trdgers ist dile gleichzeitige Sequenzierung groBer Stiickzah—
len von Nucleinsdurefragmenten in einem ReaktionsgefdB nicht
mégliche ,

- Incsgesamt sind 8 Operationen ndtig, wobei die Operation der
Zthanol=-Precipitation (Nr. 8) prinzipiell nicht fir eine au-
tomatische Betriebsweise geeignet ist.

- Oligonucleotide £ 8 Einheiten kdnnen nach diesem Verfahren
nicht sequenziert werden, da die ersten 5'ésténdigen Nucleo-
tide bei der Umfallung verloren gehen und damit die‘Sequen4
zierungsmuster nicht vollstindig gelesen werden kdnnen.

Aufgrund aller dargestellten Nachteile ist das beschriebene

Verfahren erstens nicht automatisierbar und zweitens konnen.

selbst bel meanuellem Betrieb keine groBlen Stuckzahlen gleich—

zeitig sequenziert werden. Kurze Nucleinsdurefragmente (DNA~
und RNA-Oligomere) kdnnen nicht sequenziert werden.

7iel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Sequenzierung groBer Stickzahlen
von kurzen und langen Nucleins#urefragmenten bei gleichzeiti=-
ger Rinspaarung von Zeit und Reagenzien sowie die vollstandi=-
ge Automatisierung aller Operationen der Sequenzanalyse;

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Sequenzierungs—
verfahren zu entwickeln, das die gleichzeitige Sequenzierung
grofer Stickzahlen von kurzen und langen Nucleinséurefragmen-
ten erlaubt und auch vollsténdig automatisierbar ist.
Erfindungsgemdl wird das Verfahren zur Festphasen-Sequenzie-
rung von Nucleinsdurefragmenten unter Verwendung eines mecha=-
nisch stabilen Flachentrdgers mit Anionenaustauscheigenschaften
durchgefﬁhrt; Die Immobilisierung dés oder der markierten Frag=-
mente an diesen Tréger erfolgt in an sich bekannter Weise z.B.
durch Auftropfen oder durch Elektroelution aus Gelen (pro Frag-
ment 4 Trédger). Diese Tridger werden gewaschen und anschlieBend
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werden das immobilisierte Fragment oder mehrere immobilisier=~
te Fragmente gleichzeitig chemisch modifiziert, Die chemi=-
schen Modifikationsreaktionen erfolgen in speziellen Reak-
tionsgefaBen (z. B. Eppendorf=-Hitchen, Glasreaktoren mit do-
gsierbarem Zu- und -Ablauf (Automat), Reaktorkammern fir groBe-
re Flachentrager) mit ReagenziberschuB bzw. ohne Reagenziber-
schuB, Ohne ReagenziberschuB werden die Flachentrager auf
eine chemisch inerte Matrix wie Glasplatten oder Kunststoffo-
lien aufgelegt und gerade soviel Reagenzien mit'Mikropipetten
-auf einen Flachentrager aufgetrageh, daB er nur befeuchtet
ist. ‘

Nach einem WaschprozeB werden die sortierten Fragmente ein=-
zeln mit Piperidin uﬁgesetzt und mit chemischen, ionischen
oder elektromagnetischen Mitteln eluiert.

Als mechanisch stabiler Flachentrager mit Anionenaustauschei=-
genschaften wird ein Flachentrager verwendet, der durch Um=-
setzung an sich bekannter geformter oder nicht geformter
makromolekularer Massen mit Verbindungen der allgemeinen

Formel I, N
1

- R
X =R = N = R? e I

- RY>
NHZ-, OH= oder SH=Gruppierungen
R = Alkylgruppen mit 1 - 10 C-Atomen, Aroma-
ten, photolytische Gruppen wie substi=-
tuierte o-=Nitrobenzylester bzw. substi-
tuierte Methylphenancylester oder Hetero=-
cyclen |
Alkylgruppen mit 1 - 4 C-Atomen oder H=-
Atomen

in der X

Rl. R2, R3

Y = Halogenide, Hydroxylgruppen
bedeuten, entsteht. Verbindungen.der allgemeinen Formel I
kann man gegebenenfalls intermediar erzeugen,
Zur Immobilisierung werden 1 oder n 5%- oder 3'=-markierte
lange oder kurze Nucleinsiurefragmehte auf 4 oder 4 x n ein-
zelne mechanisch stabile Flachentrager (ca. 1 bis 2 x 1 bis
2 mm) mit Anionenaustauscheigenschaften aufgetragen.
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Oder n 5‘4 oder 3'=markierte lange oder kurze HNucleinsiure-
fragmente werden Jjeweils auf 4 einzelne aber geometrisch gro=-
Bere PFléachentriger so immobilisiert, daB alle n Fragmente mit
einem Sicherheitsabstand Jjeweils auf ein&m Flachentriger fi-
xiert sind. |

0 et Y e N et G~ Reaktion

O T3 7 TT]  A+G- Reaktion
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Alle Flachentridger mussen speziell gekennzeichnet sein. Das
nachfolgende Waschen des Flachentrigers erfolght 2 x nachein-
ander in Wasser und in Ethanol, wobel sie von Salzen oder
anderen Verunreinigungen befreit werden. Danach werden sie
kurz an der Luft oder gegebenenfalls mit erwdrmber Luft ge-
trocknet. '

Zur chemischen Modifikation wird

a) 1 Fragment auf 4 einzelnen Flichentrigern mindestens 4 ver—
schiedenen chemischen Modifikationsreaktionen (G, A+G, T+C, C)
unterworfen. Jeweils ein Fléachentriger (1 bis 2 mm x 1 bis 2 mm)
wird dazu in einem speziellen Reaktionsgefidl ZeBe Eppendorf-
Hiitchen, Glasreakbtor mit automatischer Zu~ und Ablaufregulation
(Automat) plaziert. Der Flichentréger wird dann mit Eeagenzﬁber¥
schuB8 behandelt, dehs er schwimmt im Reaktionsmedium wihrend
der Reaktione Folgende Modifikationsreaktionen knnen verwen-
det werden: G-Reaktion mit DMS; A+G-Reakbion mit Ameisensiure,
Piperidinformiat pH 2 oder mit Diethylpyrocarbonat; T»C-Reak-
tion mit Kaliump§§manganat oder Osmiumtetroxid; C-Reaktion mit
Hydroxylamin. Nach Beendigung der Reaktion wird der Flichen—
triger manuell mit ZeBe einer Pinzette aus dem Reaktionsgefal
~entfernt bzw. der Reagenzﬁbérschuﬁ wird im automatischen System
»durch Ablassen entfernt.



b) n Fragmente, d;e auf 4 x n Fléachentrigern aufgetragen
(immobilisiert) sind, werden in G, A+G=, T+C~ und C-Fragmen—

te sortiert. Jeweils die n-G, n-A+G, n-T+C und n—-C-Fragmente
werden in 4 ReaktionsgefdBen nach a) gleichzeibig mit Reagenz=—
UberschuB der jeweiligen Modifikationsreaktion unterworfen.

¢) 1 Fragment auf 4 einzelnen Flachentridgern oder n Fragmente
‘auf 4 x n einzelnen Fldchentrédgern werden nicht in Reaktions-
gefdBlen sonderm auf chemisch inerten Unferlagen wie Glasplaﬁ—
ten oder Kunststoffolien einzeln aufgebracht und ohne Reagenz—
Uberschul den 4 einzelnen Modifikationsreaktionen unterworfen.
Dazu werden gerade soviel Reagenzien mit Mikropipetten auf ei-
nen Flichentriager aufgetragen, daB er nur befeuchtet ist (fir

1 bis 2 mm x 1 bis 2 mm eines Cellulosepapieres mit Anionen=-
austauscheigenschaften ca. 1-5 pl Reagenz).

d) n Fragmente werden nicht auf 4 xn (1 bis 2 mmz) groBen
Flachentrdgern aufgetragen, sondern auf 4 geometrisch groBlere
Flachentrdger derart aufgetragen, daB alle n Fragmente mit ei=-
nem Sicherheitsabstand Jjeweils auf einem Flachentriger fixiert
sinde Nach a) oder c¢) werden mit oder ohne ReagenziiberschuB
diese Fléachentréger den Modifikationsreaktionen unterworfen.
Nach a) sind dabei 4 den geometrisch grdBeren Flichentrigern
angepafte Reaktionskammern ndtig. Nach ¢) sind entsprechend
groBere Volumina zur Befeuchtung zu wihlen.

Nach Beendigung der Modifikationsreaktionen werden die chemisch
modifizierten Flachentrdger 2 x nacheinander mit Wasser und Etha=
nol sorgféltig'gewaschen; Das geschieht manuell, in dem die Fla=-
chentréger nit der Pinzette in die entsprechenden Losungsmittel
getaucht, Jeweills zwischen FlieBpapier gelegt und durch Druck
getrocknet werden. Die nach ¢) sich ergebende gréBere Anzahl

an Flachentrigern kdnnen gemeinsam gewaschen, mnissen aber da~-
nach wieder auseinander sortiert werden. In automatischen Syste-
men wird nach Ablassen der Modifikations-~Reagenzien die Triger
in den Reakbtoren mit Fritte ebenfalls durch kontinuierliche oder
diskontinuierliche Zudosierung von Wasser und Ethanol gewaschen;
AnschlieBend werden alle Flichentriger mit nur einem immobilisier—
ten Fragment einzeln mit einer frischen 10 %igen wassrigen Pipe-
ridinldsung 15=45 min bei 90°C behandelt. Dabei kommt es zum
DNA~Strangbruch und gleichzeitig erfolgt die Elution vom Triger.
Die geometrisch groBeren Flachentrager mit n immobilisierten



Fragmenten werden so zerschnitten, daB aus einem grdfleren
Trédger n einzelne Stlcke entstehen. Diese werden wie oben
einzeln mit Piperidin behandelt.

Zur Elution der Fragmente vom Trédger werden chemische, ioni=-

sche oder elektromagnetische Mittel verwendet. Zur ionischen

Elution verwendet man hohe Ionenstédrken von Salzen wie

(NH#)HCOB, (HH#)ZGOB’ EtBNHCOB, EtBHHAc, NH4AC, K2HP04 Tele

Das erfindungsgemdBle Verfahren hat folgende Vorteile:

1. Wahrend simtlicheér Manipulationen ist eine hervorragende
mechanische Stabilitit gewshrleistet. Diese mechanische
Stabilitdt verbunden mit der chemischen Elution wahrend
der Piperidin~Reaktion ermdglicht die vollstindige 4uto=
matisierbarkeit, da keine Fallungsschritte im Gesamtprozel
durchzufiihren sind.

2. Die mechanische Stabilitdt der Fldchentriger erdéffnet die
idglichkeit, bei Reagenzlberschuf d.h. im ReaktionsgefidB
eine groBe Anzahl von Nucleinséurefragmenten gleichzeltig
Zu sequenzieren.

3+ Aufgrund der chemischen Elution wadhrend der Piperidiné
Reaktion kann eine ionische Elution vermieden werden, die
Fdllungsreaktionen notwendig macht und dadurch den Verlust
kurzer Fragmente bewirkt; Kurze DNA/BNA-Oligomere lassen
sich vorteilhaft sequenzieren.

4, Es ist sowohl die manuelle als auch die automatische Se-
quenzierung groler Stﬁckiahlen von kurzen und langen Nu=
cleinsé@urefragmenten méglich.

Ausfihrungsbeispiele

Beispiel 1
Synthese des Anionenaustausch-~Flidchentrigers auf Papier—
basis

Cellulose~Papier z.B. Whatman 540 Papier wird nach WP
CO8L / 262265 / 7 mit Cyanurchlorid aktiviert. Das auf
diese Weise oberflichenbehandelte Papier (5 x 7 cm~)

wird aus seiner verschweiBten und bei -20°C unter N,-
Begasung gelagerten Verpackung entnommen und in eine gla-
serne Reaktionskammer gelegt, in der 500 mg 1-Brom—2-amino-
ethan=hydrobromid in 7 ml Acebonitril vorgelegt wurdene



Die Reakbtion wird sodann unter Zugabe von 5 ml Triethylamin
gestartet. Die Reaktionskammer wird mit Parafilm abgedich-
tet und ca. 12 h bei Raumtemperatur geschittelt. Nach Be-
endigung der Reaktion wird das Papier mehrmals mit Wasser
‘gewaschen und auf FlieBpapier getrocknet.

Beispiel 2
Manuelle Sequenzierung einzelner Oligonucleotide mit Ketten—
lingen von 4 bis 15 Einheiten

10-50 pmol Oligonucleotid (oder léngeres Fragment) wird

am 5'=Ende mit XBZP-ATP und Polynucleotid-Kinase nach ib-
lichen lMethoden markiert. Nach Beendigung der Kinase-=Reak=—
tion wird das Gesamtvolumen auf ein z.Be. 20% Polyacrylamid-
Gel, das gegebememfalls Harnstoff (7 M) enthdlt, aufgetra=-
gen und gelelektrophoretisch von ATP und anderen Verunrei=-
nigungen wie nicht erwlinschten Nebenprodukten abgetrennt.
Die gewlnschte DiA~Bande wird durch kurze Autoradiographie
auf ROntgenfilm sichtbar gemacht und aus dem Gel herausge-
schnitten. Das Gelstlck wird zerkleinert und in ein Eppen-
dorf-Hiutchen Uberfilhrt. Das markierte Oligonucleotid wird
durch 2 x Elution mit Wasser zwischen 37 und 60°C 30 min
wiedergewonnens

2.2. Immobilisierung der DNA-Sequenzen auf den Flichentriger

1-2 ul der unteér 2.1. erhaltenen wassrigen Losung, die ne—
ben dem markierten Oligonucleotid gegebenenfalls Salze und
Harnstoff enthidlt, werden auf mindestens 4 ca. 2 mm X 2 mm

- grcBe Stlicken des Flachentrigers aufgetropft. Nach kurzer
Trocknung der Papier-Stlickchen bei Raumtemperatur oder mit
erwarmter Luft wird die Operation des Auftropfens so lan=
ge wiedernolt, bis ca. 10000 bis 50000 cpm pro Flichen—
tréger an einem ScintillationsmeBgerit gemessen werden.
Die Papiere werden dann mit einer Pinzette 2 x nacheinan=-.
der in Wasser und Ethanol gewaschen (ca. 1 min), nach je-
der Waschoperation zwischen FlieBpapier kurz mittels Druck
getrocknet.



2.3. Chemische Modifikationsreaktionen fir die Oligonucleoti~-
de 4(TCTA), d(TCTAGA), d(GTGAAUUCAC), A(TTECTTCTACACACCTC)
und d(TGATCAGATGGCTTT) mit ReagenziliberschuB im Reaktions=—

Die nach 2.2. von jedem Oligonucleotid erhaltenden 4 Pa—~
pierstickchen mit immobilisiertemvmarkierten Fragment wer=-
den Jjeweils einzeln in ein Eppendorf-Hlitchen plaziert.

Die Eppendorf-Hitchen sind entsprechend der verwendeten
Hodifikationsreaktion gekennzeichnet., Insgesamt liegen
nunmehr von den 5 Oligonucleotiden 5 x 4 = 20 Eppendorf-
Hutchen vor. Folgende Reagenzien werden zupipetiert:

G-Reaktion = 200 ul Kakodylat-Puffer pH 8 oder 200 ml

Ammoniunmformiat~Puffer pd 3,5
~ 1 bis 2 pl DMS

A+G-Reaktion =~ 80 ul 88% Ameisensdure

T C-Reaktion - 80 ul eimer 107" N Kin0,~Lésung, die
kurz zuvor aus einer 10 2m Stammldésung

. hergestellt wurde

C-Reaktion = 40 ul einer 4 M Hydroxylamin Ldsung pH 5,
die aus Hydroxylamin-hydrochlorid mittels
Triethylamin hergestellt wurde.

Die Reakbionszeiten betragen fir die G- 10 min und fiir
alle anderen Reaktionen 20 min. AuBer den erwdhnten Reak=-
tionen kOnnen auch die T>C=Reaktion mit Osmiumbtetroxid
(80 pl einer 5 mM OSO4-Losung + 1 pl Pyridin, 15 min bei
0°C), die A+G-Reaktion mit Plperldlnformlat (80/ul Plpe- _

ridinformiat pH 2, 1h bei 37 °c) oder Diethylpyrocarbonat
(150/u1 A~Puffer (50 mM Natriumacetat pH 5 + 1 mM EDTA) +
5 bis 10/ul einer frisch hergestellten 10 % DEPC~LOsung

in Ethanol, 20 min bei 90°C). Die T+C~ und C=Reaktionen
mit Hydrazin nach Maxam und Gilbert bzw. die A>C=Reaktion
mit 1,2 M NaOH Ldsung fihren zum vollstédndigen Verlust ,
der Radioaktivitit und kdnnen deshalb nicht verwendet wer—
den. Wihrend der o.g; Modifikationsreaktionen treten fol=-
gende Verluste auf: 20 % in der G sy 50 % in der A+G-~ ,

O % in der T C- und 50-80 % in der C-Reaktion. Diese
werden durch doppelte oder vierfache Radioakbtivitdt in
der A+G- bzw. in der C-Reaktion ausgeglichen werden.
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Die Hodifikationsreaktionen werden dadurch beendet, daB
mit Hilfe einer Pinzette die Papiere aus den Reaktionsge-
fiaBen entfernt und rnacheinander 2 x mit Wasser und Ethanol

gewaschen werden.

Die 20 Papier-Tréger werden einzeln in 20 neue Eppendorf-
Hitchen plaziert. FNach Zugabe von 50 ul einer 10 % wéssrigen
Piperidin~Ldsung werden sie 30 min bei 90°C thermostatiert.
Nach Beendigung der Reaktion werden die Papiere mit ciner
Pinzette aus den Eppendorf~HlUtchen entfernt, die Lisungen

1 min bei =200°C z.B. in flissiger Luft aufbewahrt und 1oV
lyophilisiert (ca. 1 h). Der Lyophilisationsschritt wird

2 x mit 10 bis 20 jul Wasser wiederholt (ca. jeweils 30 min).
Die Proben sind dann fertig zum Auftragen auf die Gelelektro—-
phorese.

Beispiele der Aubtoradiogramme flr die o.g. Oligonucleotide:
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Beispiel 3

—— — m - - e wmme wmmn e amma ewe it wmew | mena

£58

Markierung und Immobilisierung von 5 Pentadecanucleotiden
d(TTCTTCTACACACCC), A(TGATCAGATGGCTTT), A(CTCCTGGCCATTCCT)
A(GGGTACCCAGAAGTC) und A(TCGCTGAGATCACCA) erfolgt wie un=—
ter Beispiel 2 (2.1. und 2.2.) beschrieben. Die chemischen
lModifikationsreaktionen werden nunmehr nur in 4 Eppendorf—
Hitchen durchgefihrt, wobei in jedem jeweils 5 Papier-Triger
enthalien sind. Die Reaktionsbedingungen und die nachfolgen—
den Waschoperationen sind wie in 243 Nach Waschung und
Trocknung der Papiere werden die vorher gekennzeichneten
Trager wieder auseinander sortiert, so daB jeweils wieder

4 einzelne Papiere pro Oligonucleotid vorliegen und fiir die
nachfolgende Piperidin-Reaktion jeweils einzeln in ein
Eppendorf-Hiitchen plaziert werden kdnnen. Die Piperidin¥
Reaktion erfolgte analog Beispiel 2 (2.44).

Beispiele der Autoradiogramme fir die o.g. Oligonucleotide -
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Beispiel 4

faken
Die Markierung der 5 Pentadecanucleotide von Beispiel 3
erfolgt wie unter 2.71. beschrieben. Die Immobilisierung
der Fragmente erfolgt diesmal nicht auf 4 xn (n = 5) also
20 ( 2 mm x 2 mm) groBen Stiicken des Flédchentrigers, son—
dern auf 4 ( 2 mm x 20 mm) groBen Stiicken dadurch, daB ca.
1-2 pl jedes Oligonucleotides auf eine Fléche von 2 mm x
-2 mm aufgetropft und insgesamt alle 5 Oligonuclectide auf
den Gesamb-Flichentriger aufgebracht werden. Die 4 grdBe-—
ren Flachentriger werden in groBeren ReaktionsgefiBen
(entsprechend der GrdBe der Flichentriger) den bereits be-
sSchriebenen Modifika%ionsreaktionen unterworfen. Nach Wa=
schen und Trocknung der Trédger werden die 4 (2 mm x 20 mm)
grofen Flachentrager mit Hilfe einer Schere in jeweils 5
kleinere (2 mm x 2 mm) groBe Papierstiicken zerschnitten
und flr die Piperidin-Reaktion in insgesamt 20 Eppendorf-
Hitchen einzeln plaziert; Piperidin;Reaktion und Lyophili=-
sierung erfolgt wie bereits beschrieben.

Beispiel 5
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Lange DNA=-Sequenzen werden véilig analog,wie in den Bei-
spielen 2, 3 und 4 beschrieben, sequenziert. Hinzig die
Beaktionszeiten der unter Beispiel 2 (2;3;) aufgelisteten
Modifikationsreaktionen missen auf folgende Werte ver—
kiirzt werden: G~ 3 bis 5 min und alle anderen Resktionen
10 min. Die Verluste an Radiocaktivitdt sind bei den lan—
gen DNA~Fragmenten wéhrend der ilodifikationsreaktionen
wesentlich geringers,

Beispiel 6

Markierung und Immobilisierung der DNA~Sequenzen erfolgt
analog Beispiel 2 (2+1. und 2.2,) und 4. Die Flichenbtré-



ger werden nunmehr nicht in Reaktionsgef&fen wie Eppendorf-
Hitchen sondern auf eine ebene, mit einer Plastikfolie be-
deckten Unterlage plaziert und mit nur soviel Volumina

der Modifikations~Reagenzien (siehe 2.3.) versetzt, daB
sie gerade durchfeuchtet sind. In der Regel betragen die
Volumina fir 2 mm x 2 mm groBe Papiere ca. 1=3 pl. Werden
groBere Flichentréger z.B. 2 mm x 20 mm verwendet, muB das
Volumen der Reagenzien etwas erhdht werden. Alle anderen
Operationen wie Dauer der Liodifikationsreaktionen, Waschen
und Piperidin-Reaktion warden,wie bereits beschrieben,
durchgefihrt.

Beispiel 7
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Ein DNA/RNA-Sequenzierungsautomat ist wie folgt aufgebaut.
Imn einfachsten Fall zur Sequenzierung nur eines Nuclein=~
sdurefragmentes werden 4 mit einer Fritte ausgeriistete,
thermostatierbare Reaktoren mit einem FaSSuhgsvolumen von
maximal 250 ul mit dosierbarem Zu- und Ablauf parallel an-—
geordnet. Die 4 einzelnen Flichentrdger (2 mm x 2 mm) mit
den immobilisierten markierten Nucleins#urefragmenten wer—
den in die Reaktoren plaziert. Nun erfolgt nach einem vor=
gegebenen Programm der automatische Ablauf der Operationen:
1) Waschen; 2) Chemische Modifikationsreaktionen; 3) Waschén;
4) Piperidin~Reaktion (Zlution). Dazu werden die individu—
ellen Reagenzien nach Beispiel 2 (2;3;) Uber Dosierpumpen
hinzugegeben und verbleiben fir die festgelegte Zeit bei
geschlossenem Ablaufventil im Reaktor. Nach Beehdigung der
Reaktionen werden die Ventile der Reaktoren gedffnet und die
Reagenzien flieBen gegebenenfalls unter leichtem Luftdruck
ab. Alle Waschschritte mit Wasser und Ethanol kdnnen konti-
nuierlich (bei gedffnetem Ablaufventil werden in die Reak-
toren abwechselnd o.g; Losungsmittel geleibtet) oder diskon=-
tinuierlich erfolgen (100 ul Volumiha o.g. Lésungsmittel
werden bel geschlossenem Ablaufventil in den Reaktor gelei-
tet und verbleiben dort flir kurze Zeit, bevor sie wieder
abgelassen werden). Bei diskontinuierlichem Waschen bzw.

am Ende des kontinuierlichen WaschprozeBSes kinnen die Tré-
ger gegebenenfalls flr wenige Sekunden mit erwdrmter Luft



getrocknet werden. Zur Durchfiihrung der Piperidin-Reaktion
wird ca. 25—50'pl 10 % wéssrige Piperidin-Ldsung in die 4
Reaktoren gepumpt (bei geschlossenem Ablaufventil) und der
(die) Reaktoren auf 90°C fiir 30 min erwirmb. FHach Offnen
der Ablaufventile werden die Piperinvolumina unter leich-~
tem Luftdruck in 4 einzelne Zppendorf-Hiitchen geblasen,

die lber Teflonschliuche (# 0,4 = 1 mn) mit den Reaktoren
verbunden sind. Die &4 bppendorf-Hitchen mit den eluierten
Fragmenten werden entweder direkt im Atomat innerhalb ei-
ner speziellen Vekuumkammer lyophilisiert oder die Lyophi-
lisation wird auBerhalb des Systems vorgenommen; Imn ersten
Fall wird nach der ersten ILyophilisation die Prozedur mit
Jeweils 10 bis 20 ml Vasser, die automatisch zugefiihrt wer-
den, wiederholt (2 bis 3 mal). Die Cesamtzeit des Opera-
tionszyklus betridgt ca. 2,5 h. Im zweiten Fall mit manuel-
ler Lyophilisation betréght die Gesamtzeit ca. 20-30 mine
Die Proben sind dann fertig flir die Gelelektrophorese.

Im komplizierteren Fall zur Sequenzierung groBer Anzahlen
von DNi-Fragmenten miUssen die 4 Reakbtoren rdumlich andere
AusmaBe besitzen. Die Grundfliche eines Reaktors betrigt
bei 8-15 zu sequenzierenden Fragmenten ca. 0,5 cm X 6 cm.
Die 4 (0,4 cm x 5,5 cm) groBen Flachentréger mit aufgetra-
genen 8-15 Fragmenten werden wiederum in die Reaktoren pla-
ziert und die COperationen 1) und 2) selbstverstindlich mit
groferen Volumina an Reagenzien durchgefiihrt. lach iblassen
der Reagenzien der Modifikatbionsreaktionen schlieBt sich
ein Waschen (Operation3)) an. Danach werden die getrockneten
Fléchentréger automatisch durch ein bestimmtes zu realisie-—
rendes technisches Prinzip in die einzelnen, kleineren
Stucken zerschnitten und dabei gleichzeitig jeweils in un—
terschiedliche Piperin-~Reaktoren mit Fritte und Ablaufven-
til (ca. 50 Reaktoren) plaziert. Am besten gelingt das durch
die Konstruktuion von 4 heweglichen Modifikations=-Reaktoren,
die sich nach Operation 3) um 180 senken und sich dann am
Reaktordeckel &ffnen. Die Flachentrdger werden dabei in &4
bewegliche (vertikale Verschiebung) Schneidevorrichtungen
gebracht. Durch Abschneiden kleiner Stiicke von den Flichen~
trégern in den 4 vertikal verschiebaren Schneidevorrichtun—

gen werden die 4 x 8 bis 15 = 32 bis 45 Piperidin-Reaktoren



gezlelt mlt nur einem Fragment beschickt. Die Piperidin-
Reaktionen laufen analog, wie bereits beschrieben, ab.
Nach Beendigung der Reaktion werden die Piperidin-~-Losun=-
gen mit den eluierten Fragmenten durch leichten Luft-
druck in die mit den Reaktoren iber Teflon-Schliuche ver—
bundenen Eppendorf-Hltchen (ca. 50 Stick) Uberfihrt und
anschliefBend lyophilisiert.

Beispiel 8

Bei Verwendung des beschriebenen Flachentrigers kann die
Llution der Fragmente vor der Piperidin-Reaktion auch mit

1 bis 2 M Losungen der Salze wvon NHﬁHCOB, (NH4)2C03’ NH,4c,
EtBNEAc U.2e erfolgen. Die Blution wird dadurch erreicht,
dafl die Fldchentriger einzeln in ReaktionsgefédBen wie
Eppendorf-Hitchen 2 x mit 50 ml o.ge. Salzldsungen bei

60°C versetzt werden. Bei Oligonucleotiden werden die
Eluate lyophilisiert, wobei sich die Salze bei wiederholter
Lyophilisation mit wéssrigem Ethanol verflichtigen lassen.
Bel langen DNA~Fragmenten kann man die Salze auch mittels
Zthanol-Precipitation entfernen. Danach erfolgt dann die
ibliche Piperidin-Reaktion in homogener Phase.



Erfindungsanspruch

1.

2.

Verfahren zur Festphasen-Sequenzierung von Nucleinsdure-—
fragmenten, dadurch gekennzeichnet, daB ein mechanisch
Stabiler Flachentrdger mit Anionenaustausch-Eigenschaf-
ten verwendet wird, die Immobilisierung der Fragmente
an diesen Tr&gern in an sich bekannter Weise erfolgt,
anschliefBend das immobilisierte Fragment oder mehrere
immobilisierte Fragmente gleichzeitig gegebenenfalls
mit ReagenzlberschuB chemisch modifiziert werden, nach
Waschen die sortierten Nucleinsdurefragmente einzeln
mit Piperidin umgesetzt werden und die Tlution mit che=—
mischen, lonischen oder elektromagnetischen Mitteln
erfolgt.

Verfahren zur Festphasen-Sequenzierung von Nucleinsiure-
fragmenten nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB
eln mechanisch stabiler Fléchentriger mit Anionenaus—
tausch~Eigenschaften verwendet wird, der durch Umset-
zung geformbter oder nicht geformter makromolekularer
liassen, die
= aus einer makromolekularen Verbindung in einer Konzen—
tration von 5-80 Vol%

= aus elner 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 Konzentra—
tion von 0,5=50 Vol%

- aus Halogeniden in einer Konzentration bis zu 20 Vol%
gegebenenfalls aus puffernden Substanzen bis zu 5 Vol

—- und gegebenenfalls aus einem fliissigen Dispersionsmit-
tel bestehen, ) '

mit Verbindungen der allgemeinen Formel I erhalten wird,

wobei 1 +
- R
2 .
I=-R~-N~-~R & I
3
-R-
X NH

~2~, OH- oder SH~Gruppierungen
Alkylgruppen mit 1-10 C-Atomen, Aromaten,



3.

4,

5°

O

photolytische Gruppen wie substituierte
o~Hitrobenzylester oder Methylphenancyl-—
ester sowie Heterocyclen
R, %, B’ Alkylgruppen mit 1-4 C-Atomen oder E-Atomen
Y Halogenide oder Hydroxyl=-Gruppen
sind. '

Verfahren zur Festphasen—-Sequenzierung von Hucleinsdure-
fragmenten nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB die
Immobilisierung von n Fragmenten auf mindestens 4 x n
einzelnen Stlicken des Fléchentrigers erfolgts.

Verfahren zur Festphasen—-Sequenzierung von Nucleinsdure-~
fragmenten nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB die
Immobilisierung von n Fragmenten auf mindestens 4 geome-
trisch groBeren Flachentrigern erfolgt, wobeli auf jedenm
einzelnen Fléachentriger n Fragmente aufgetragen werden,
und daB nach den Medifikationsreaktionen und den Waschope—
rasionen Jeder einzelne der 4 Flichentriger in n einzelne
Stlcke zerschnitten und fiir die Piperidin-Reaktionen sor—
tiert werden.

Verfahren zur Festphasen—-Sequenzierung von Nucleinsdure—
fragmenten nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB zur
Blution chemische Mittel wie prim#re, sekunddre oder ter—
tifdre Amine insbesondere z.B. wassrige Piperidin~ oder
wissrige Anilinldsungen verwendet werden.

Verfahren zur Festphasen-Sequenzierung von Nucleinsiure-
fragmenten nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB zur
Elution hohe Ionenstérken von Salzen wie z.3. NH@HCOB;

(HH4)2COB, EtBNHCOB, EtBNHAc, EH4AC, K2HPO4, NaCl ue.a. .
gegebenenfalls bel héheren Temperaturen verwendet werden.
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