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(54) Bezeichnung: Vorrichtung zum Transferieren von Proteinen und/oder Nukleinséduren

(57) Hauptanspruch: Vorrichtung zum Transferieren von
Proteinen und/oder Nukleinsduren aus einem Gel (40) auf
eine Transfermembran (50), mit

— einem Vorratsgefall (10) zum Befiillen mit einer Flissig-
keit,

— einer Uber dem Vorratsgefafd (10) angeordneten Ablage
(20) mit einem die Ablage (20) bedeckenden, sich in das
Vorratsgefal® (10) erstreckenden saugfahigen Papier (30),
— einem auf dem Papier (30) angeordneten, die zu transfe-
rierenden Proteine und/oder Nukleinsduren enthaltenden
Gel (40), %0
— einer Uber dem Gel (40) angeordneten Transfermembran
(50) zum Aufnehmen der zu transferierenden Proteine
und/oder Nukleinsauren,

—wenigstens einer auf der Transfermembran (50) angeord- 20
neten Lage saugfahigen Stoff (60) und

— einem darliber angeordneten Gewicht (100),

— wobei die Flache der Transfermembran (50) und des
saugfahigen Stoffs (60) der Flache des Gels (40) entspre-
chen, dadurch gekennzeichnet, dass

das Gewicht (100) mit wenigstens einer Leiteinrichtung
(110) verbunden ist, die mit wenigstens einer Fiihrungsein-
richtung (120) zum senkrechten Fuhren des...
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zum
Transferieren von Proteinen und/oder Nukleinsauren
in einem Gel auf eine Transfermembran, mit einem
Vorratsgefal3, einer Uber dem Vorratsgefald angeord-
neten Ablage mit einem die Ablage bedeckenden,
sich in das Vorratsgefal’ erstreckenden saugfaéhigen
Papier zum Ablegen des Gels, wenigstens einer
Lage saugfahigen Stoffs und einem daruber ange-
ordneten Gewicht, wobei die Flache der Transfer-
membran und die Flache des saugfahigen Stoffs der
Flache des Gels entsprechen. Derartige Vorrichtun-
gen werden beim Kapillarblotting von Proteinen
und/oder Nukleinsduren angewendet, wobei dieses
Verfahren je nach Art der zu transferierenden Mole-
kile als Southern-, Northern- oder Westernblotting
bezeichnet wird.

[0002] Ublicherweise besteht eine Vorrichtung zur
Durchfiihrung des Kapillarblotting aus einer Wanne,
die mit Puffer geflllt wird, einer Gber der Wanne an-
geordneten Ablageflache, auf der ein saugfahiges
Papier abgelegt ist, das sich in die mit Puffer zu ful-
lende Wanne erstreckt und auf dem das Gel abgelegt
wird, einer darliber angeordneten Transfermembran,
bevorzugt aus Nitrocellulose oder Nylon, und mehre-
rer daruber angeordneten Lagen eines saugfahigen
Stoffs. Dieser Aufbau hat zur Folge, dass der Puffer
mit Hilfe der Kapillarkrafte Uber das saugfahige Pa-
pier durch das Gel und die Transfermembran in den
saugfahigen Stoff gesaugt wird. Die Proteine
und/oder Nukleinsauren werden von diesem Flussig-
keitsstrom erfasst und aus dem Gel in Richtung der
Transfermembran gesplilt, an der sie adsorbieren.

[0003] Um einen optimalen und gleichmaRigen
Transfer der Proteine und/oder Nukleinsduren zu ge-
wahrleisten, wird der saugfahige Stoff oftmals zusatz-
lich mit einer Glasplatte abgedeckt und mit einem Ge-
wicht beschwert. Der Nachteil dieser Vorrichtung ist,
dass es wahrend des Blottingprozesses oftmals zu
Veranderungen im Aufbau kommt: Zum einen wird
das Gel haufig bis auf 1/10 seiner urspringlichen Di-
cke zusammengedrickt, zum anderen sackt der
saugfahige Stoff in Folge der Flissigkeitsaufnahme
in sich zusammen. Das flhrt dazu, dass der gesamte
Aufbau langsamen Bewegungen unterworfen ist, die
sich insbesondere bei Gelen kleiner Flache stark
auswirken kénnen. Da die H6he der Vorrichtung in
der Regel die Breite des zu blottenden Gels um ein
Mehrfaches ubersteigt, kann sich die Vorrichtung nei-
gen und zu ungleichmaBigen Transferergebnissen
oder im Extremfall sogar kippen und zu einem Total-
verlust der Proteine und/oder Nukleinsduren fihren.

[0004] Aufgabe der Erfindung ist es deshalb, eine
Vorrichtung zum Transferieren von Proteinen
und/oder Nukleinsauren in einem Gel auf eine Trans-
fermembran zu schaffen, die mit einfachen Mitteln bei
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einem kippsicheren Aufbau einen gleichmaRigen
Transfer der Proteine und/oder Nukleinsauren auf die
Transfermembran ermdglicht und dadurch auch die
Reproduzierbarkeit von Ergebnissen verbessert.

[0005] Die Aufgabe wird gel6st durch eine Vorrich-
tung zum Transferieren von Proteinen und/oder Nuk-
leinsauren aus einem Gel auf eine Transfermembran,
mit einem Vorratsgefald zum Beflllen mit einer Flus-
sigkeit, einer Uber dem Vorratsgefald angeordneten
Ablage mit einem die Ablage bedeckenden, sich in
das Vorratsgefal® erstreckenden saugfahigen Papier,
einem auf dem Papier angeordneten, die zu transfe-
rierenden Proteine und/oder Nukleinsduren enthal-
tenden Gel, einer iber dem Gel angeordneten Trans-
fermembran zum Aufnehmen der zu transferierenden
Proteine und/oder Nukleinsduren, wenigstens einer
auf der Transfermembran angeordneten Lage saug-
fahigen Stoffs und einem dariber angeordneten Ge-
wicht, wobei die Flache der Transfermembran und
des saugfahigen Stoffs der Flache des Gels entspre-
chen, wobei das Gewicht mit wenigstens einer Leit-
einrichtung verbunden ist, die mit wenigstens einer
Fuhrungseinrichtung zum senkrechten Fihren des
Gewichts losbar verbunden ist, wobei das Gewicht
eine Flache besitzt, die mindestens der Flache des
Gels entspricht, und die Masse des Gewichts gleich-
maRig uber seine Flache verteilt ist.

[0006] Die Unteranspriiche geben bevorzugte Aus-
gestaltungen der erfindungsgemafRen Vorrichtung
an.

[0007] Der Vorteil der Erfindung liegt darin, dass
aufgrund der flachigen Ausdehnung des Gewichts
ein gleichmaRiger Druck auf das Gel ausgetbt wird,
der zu einem optimalen Transferergebnis fihrt.
Gleichzeitig wird durch die wenigstens eine Fih-
rungseinrichtung, die zum senkrechten Flhren des
Gewichts mit der wenigstens einen Leiteinrichtung
I6sbar verbunden ist, sichergestellt, dass das Ge-
wicht keine horizontalen Bewegungen ausfiihren
kann und damit eine ungleichmafige Belastung des
Gels vermieden. Die erfindungsgemafe Vorrichtung
verhindert auch ein Kippen der Vorrichtung.

[0008] Die Erfindung soll im Folgenden anhand ei-
nes bevorzugten Ausgestaltungsbeispiels mit Hilfe
von Zeichnungen erldutert. Es zeigen

[0009] Fig. 1 eine schematische Zeichnung des
prinzipiellen Aufbaus einer Vorrichtung zum Transfe-
rieren von Proteinen und/oder Nukleinsduren mit
dem Kapillarblotting-Verfahren nach dem Stand der
Technik,

[0010] Fig. 2 eine schematische Seitenansicht der
erfindungsgemafen Vorrichtung, Fig. 3 eine Drauf-
sicht auf die erfindungsgemale Vorrichtung und
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[0011] Fig.4 das Ergebnis eines Transfers ohne
und mit der erfindungsgemafen Vorrichtung.

[0012] Fig. 1 zeigt eine aus dem Stand der Technik
bekannte Vorrichtung zur Durchfihrung des Kapil-
larblottings. Diese besteht aus einem Vorratsgefal
10, das, wie angedeutet, zur Benutzung mit Puffer
geflllt ist. In das Vorratsgefall 10 ragt ein eine Uber
dem Vorratsgefald 10 angeordnete Ablage 20 bede-
ckendes, saugfahiges Papier 30, das sich durch die
Kapillarkrafte mit Pufferlésung voll saugt und einen
Flissigkeitsstrom entgegen der Schwerkraft entwi-
ckelt. Durch diese Sogkraft wird die Oberflache der
Ablage 20 solange befeuchtet wie Puffer im Vorrats-
gefal 10 vorhanden ist. Uber dem saugféhigen Pa-
pier wird das Proteine und/oder Nukleinsduren ent-
haltende Gel 40 angeordnet. Darliber wird die auf die
Grole des Gels 40 zugeschnittene Transfermemb-
ran 50 passgenau aufgelegt. Uber der Transfermem-
bran 50 werden nun mehrere Lagen eines saugfahi-
gen Stoffs 60 angeordnet, die, um einen gleichmagi-
gen Transfer zu gewahrleisten, in ihren Abmessun-
gen in etwa den Abmessungen des Gels 40 entspre-
chen und mit einem auf einer Glasplatte 70 abgesetz-
ten Gewicht 80 beschwert sind. Der Nachteil der so
aufgebauten Vorrichtung zum Transferieren von Pro-
teinen und/oder Nukleinsduren zeigt sich dadurch,
dass der Stapel 40, 50, 60, 70, 80 bei einer Schiefla-
ge zu unbefriedigenden Transferergebnissen flihrt.

[0013] Fig. 2 zeigt eine schematische Seitenansicht
der erfindungsgemafien Vorrichtung. Der prinzipielle
Aufbau der Vorrichtung orientiert sich an der aus dem
Stand der Technik bekannten Vorrichtung aus Fig. 1.
Gegenuber dem Stand der Technik ist das Gewicht
100 flachig und bevorzugt biegesteif ausgebildet, wo-
bei die Auflageflache des Gewichts 100 wenigstens
der Flache des Gels 40 entspricht bzw. die Aulenma-
Re des Gewichts 100 den AufRenmalen des Gels 40
entsprechen oder diese Ubersteigen und die Masse
des Gewichts 100 gleichmaRig Uber seine Flache
verteilt ist. Dadurch wird erreicht, dass ein gleichma-
Riger Druck auf das gesamte Gel ausgeUlbt wird, der
zu besseren Blottingergebnissen flihrt.

[0014] Weiterhin ist bevorzugt auf der Oberseite des
Gewichts 100 eine Leiteinrichtung 110 angeordnet,
die mit einer Fihrungseinrichtung 120 I6sbar verbun-
den ist. Die FUhrungseinrichtung 120, die bevorzugt
mit dem Vorratsgefal 10 verbunden ist und mit die-
sem eine Einheit bildet, verhindert ein seitliches Ver-
kippen des Gewichts 100 und ermoglicht so, auch bei
sich wahrend des Blottvorgangs veranderndem Auf-
bau der Vorrichtung, einen gleichmafigen Druck auf
das Gel 40 aufrecht zu erhalten und damit das Blot-
tingergebnis zu verbessern. Statt einer Leiteinrich-
tung 110 und einer Fuhrungseinrichtung 120 kdnnen
auch mehrere miteinander korrespondierende Leit-
und Fihrungseinrichtungen 110, 120 vorgesehen
sein.
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[0015] In einer bevorzugten Ausgestaltung ist die
Leiteinrichtung 110 zur Aufnahme von wenigstens ei-
nem weiteren Gewicht eingerichtet. Dieses kann da-
durch erfolgen, dass die Leiteinrichtung 110 als Stab
ausgebildet ist und lochscheibenférmige Gewichte
ohne oder bevorzugt mit seitlicher Offnung um die
Leiteinrichtung 110 angeordnet sein kdnnen. Da sich
die Leiteinrichtung 110 selbst im Schwerpunkt des
Gewichts 100 befindet, wird sich das Gewicht der zu-
satzlichen lochscheibenférmigen Gewichte gleich-
maRig auf die Flache des Gewichts 100 und damit
auf die Flache des Gels 40 verteilen. Durch die Ver-
wendung zusatzlicher Gewichte kann das Gesamt-
gewicht so variiert werden, dass es fur die jeweilige
GroRe des Gels 40 optimal ist. Ohne Zusatzgewichte
sollte die Einheit aus Leiteinrichtung 110 und Gewicht
100 daher nicht 1 kg Ubersteigen. Dies ist fur kleine
Gele 40 geeignet und kann durch weitere Zusatzge-
wichte bei groeren Gelen 40 aufgestockt werden.

[0016] Fig. 3 zeigt eine Draufsicht auf ein beson-
ders bevorzugtes Ausflhrungsbeispiel der erfin-
dungsgemafRen Vorrichtung. Zu erkennen ist das
Vorratsgefal® 10, das Gewicht 100 mit der auf seiner
Oberseite bevorzugt als Stab ausgebildeten Leitein-
richtung 110, die, um ein Verkippen des Gewichts
100 zu vermeiden, bevorzugt im Schwerpunkt des
Gewichts angeordnet ist, und die Fuhrungseinrich-
tung 120. Die Fuhrungseinrichtung 120 besteht in
diesem Beispiel aus einem Arm und einem die Leit-
einrichtung 110 umfassenden rohrférmigen Ab-
schnitt. Dadurch werden horizontale Bewegungen
auf ein Minimum reduziert, wobei aber in der vertika-
len Richtung die Bewegungsfreiheit des Gewichts
100 vollstandig aufrecht erhalten wird.

[0017] Fig.4 zeigt zwei Southern-Blots, die an-
schliefend mit einer radioaktiv markierten Probe hy-
bridisiert wurden. Aliquots der selben drei Proben
wurden in identischer Weise behandelt, mit dem Un-
terschied, dass der Southern-Blot in Fig. 4a mit dem
herkdmmlichen Aufbau nach dem Stand der Technik
und in Fig. 4b mit der erfindungsgemafRen Vorrich-
tung durchgefiihrt wurde. Man kann deutlich erken-
nen, dass man mit der erfindungsgemafen Vorrich-
tung, aufgrund geringerer Diffusionswege und gleich-
maRigem Druck, scharfere Banden erhalt als mit der
im Stand der Technik verwendeten Vorrichtung.

Schutzanspriiche

1. Vorrichtung zum Transferieren von Proteinen

und/oder Nukleinsauren aus einem Gel (40) auf eine
Transfermembran (50), mit
— einem Vorratsgefal® (10) zum Befillen mit einer
Flissigkeit,
— einer Uber dem Vorratsgefal® (10) angeordneten
Ablage (20) mit einem die Ablage (20) bedeckenden,
sich in das Vorratsgefall (10) erstreckenden saugfa-
higen Papier (30),
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— einem auf dem Papier (30) angeordneten, die zu
transferierenden Proteine und/oder Nukleinsauren
enthaltenden Gel (40),

— einer Uber dem Gel (40) angeordneten Transfer-
membran (50) zum Aufnehmen der zu transferieren-
den Proteine und/oder Nukleinsauren,

—wenigstens einer auf der Transfermembran (50) an-
geordneten Lage saugfahigen Stoff (60) und

— einem darUber angeordneten Gewicht (100),

— wobei die Flache der Transfermembran (50) und
des saugfahigen Stoffs (60) der Flache des Gels (40)
entsprechen, dadurch gekennzeichnet, dass

das Gewicht (100) mit wenigstens einer Leiteinrich-
tung (110) verbunden ist, die mit wenigstens einer
Flhrungseinrichtung (120) zum senkrechten Fuhren
des Gewichts (100) I6sbar verbunden ist,

wobei das Gewicht (100) eine Flache besitzt, die min-
destens der Flache des Gels (40) entspricht, und die
Masse des Gewichts (100) gleichmafig Uber seine
Flache verteilt ist.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Gewicht (100) biegesteif ist.

3. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass die we-
nigstens eine Leiteinrichtung (110) auf der Oberseite
des Gewichts (100) im Schwerpunkt des Gewichts
(100) angeordnet ist.

4. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass die Leit-
einrichtung (110) zur Aufnahme von wenigstens ei-
nem zusatzlichen Gewicht eingerichtet ist.

5. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Fuh-
rungseinrichtung (120) mit dem Vorratsgefal3 (10)
verbunden ist.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

STAND DER TECHNIK
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