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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Quantifizierung von genomischer DNA in einer Probe, welches

die Schritte
-) Ampilifizieren der in der Probe enthaltenen DNA durch ein Nukleinséure-Amplifizierungsverfahren unter
Verwendung von Primern, weiche zu repetitiven genomischen Sequenzen komplementar sind, und
-) Detektieren der erhaltenen, amplifizierten DNA umfagt.

Der Einsatz von biotechnologisch gewonnenen Proteinen in der Medizin stelit die pharmazeutische
Industrie vor neue Probleme in der Qualitétsberpriifung ihrer Produkte. Fir die Bestimmung von Verunrei-
nigungen, die von der Zellkultur herriihren, miissen neue Nachweismethoden etabliert werden. So verlangt
zum Beispiel die Weit-Gesundheits-Organisation, daB die Menge heterologer kontaminierender DNA in
rekombinanten Produkten unter 100 Pg pro verabreichter Dosis sein mus, wohingegen die Bestimmungen
der U.S. Food and Drug Administration lediglich 10 pg DNA pro Einzeldosis akzeptieren.

Die Bestimmung von kontaminierender DNA in rekombinanten Produkten wird bisher zum groBten Teil
durch Hybridisierung auf Membranen gemacht. Per (Clin. Chem.35 (1989), 1859) zeigt auf, daB bis zu 5 Pg
DNA nachgewiesen werden k&nnen, wenn radioaktiv markierte genomische Sonden verwendet werden.
Allerdings zeigt sich in einem Ringversuch, an dem sich vierzehn Labors beteiligt haben, daB die DNA-
Bestimmung mittels Hybridisierung weder innerhalb eines Labors noch bei Vergleich verschiedener Labors
befriedigende reproduzierbare Ergebnisse liefert (Robertson und Heath, Biologicals 20 (1992), 73).

Gilliland beschreibt eine quantitative PCR-Methode, die auf einer kompetitiven PCR-Reaktion beruht
(PNAS 87 (1990), 2725). Zur Bestimmung von DNA Mengen verwendst er eine Verdlinnungsreihe des
internen Standard, der gleichzeitig mit der Probe amplifiziert wird. Die PCR-Reaktion wird bis zur Séttigung
durchgefiihrt. Dies erlaubt auch die Detektion der PCR-Produkte mittels Ethidiumbromidfirbung. Die PCR-
Produkte werden anschlieBend auf einem Gel aufgetrennt, die Kopienzahl der Probe wird mit der Kopien-
zahl der Standard-Verdinnungsreihe verglichen und so die Konzentration der Probe abgeschitzt. Diese
Konzentrationsabschétzung ist dann exakt, wenn die Konzentration des Standards und der Probe etwa im
Verhéltnis 1:1 in einem ReaktionsgefaB ampilifiziert wurden. Dies wiederum impiliziert, daB die Bestimmung
der DNA-Menge umso genauer erfolgt, je mehr Standardverdiinnungen verwendet werden.

Eine Methode zur Quantifizierung von RNA wurde von Wang et al. vorgeschlagen (PNAS 86 (1989),
9717). Diese PCR-Reaktion wird in der exponentielien Phase gestoppt. Die Autoren schaffen sich durch
Amplifikation unterschiedlicher Standardkonzentrationen eine Eichkurve (externe Standardisierung). Da in
der exponentiellen Reaktionsphase die Kopienzahl, bzw. die Konzentration der RNA direkt proportional zur
Anzahl der PCR-Zyklen steigt, ist diese Eichkurve eine Gerade, in der man schlieBlich die Konzentration
einer amplifizierten Probe ablesen kann. Ein Nachteil dieser Methode ist, daB die Endkonzentration der
PCR-Produkte relativ gering ist, sodaB man fiir die Detektion empfindliche Nachweismethoden anwenden
muB. Wang et al. benutzen radioaktiv markierte Nukleotide. Eine externe Standardisierung erlaubt zudem
nicht die Detektion falsch-negativer Proben.

Eine Verbesserung in der Detektion von geringen Mengen an PCR-Produkten gelang Porcher et al.
(BioTechnique 13 (1992), 106) durch den Einsatz von Fluoreszenz-markierten Primern und der Quantifizie-
rung der PCR-Produkte mit einem automatischen Laser-Fluoreszenz-DNA-Sequenzer.

Alle disse Methoden ermdglichen die Bestimmung geringer Mengen homologer Sequenzen, wie
bestimmte Gene, virale DNA-Abschnitte oder MRNA. Eine exakte Methode zur Bestimmung von kontaminie-
render heterogener genomischer DNA konnte aber bisher nicht gefunden werden.

In der WO 94/12669 wird eine PCR-Methode zur Detektion von kontaminierender DNA vorgeschlagen,
bei der repetitive Sequenzen des Genoms amplifiziert werden. Mit dieser Methode sollen DNA-Mengen von
0.1 pg bis zu 0,01 pg detektiert werden kinnen. Eine geeignete Quantifizierung der chromosomaien DNA
ist jedoch mit dieser Methode nicht maglich. Weder ist die Zugabe eines Standards vor der Amplifizie-
rungsreaktion beschrieben, noch ist eine Vorgangsweise geoffenbart, wie aus der Menge an ampilifizierter
DNA auf die urspriinglich in der Probe enthaltene gesamte chromosomale DNA rickgeschlossen werden
kann. Es wird lediglich erwihnt, daB die repetitiven Sequenzen zumindest in einer Konzentration von 1% im
Genom des die Probe kontaminierenden Organismus vorhanden sein miissen. Bei der in den Beispielen
beschriebenen Bestimmung kontaminierender DNA fiir Hamsterzellen (CHO) wird jedoch nicht angegeben,
wieviele repetitive Sequenzen das CHO-Genom beinhaltet. Auch in der Literatur konnten keine Angaben
daflir gefunden werden. Ohne diese Angabe ist aber sine exakte Riickrechnung auf den Gehalt an
verunreinigender DNA in einer Probe prinzipiell nicht mdglich, da jedenfalls eine quantitative Beziehung
2wischen dem amplifizierten DNA-Stiick und der gesamten chromosomalen DNA zu dieser Ruckrechnung
notwendig ist.

Es sei auch noch erwihnt, daB die Detektion der PCR-Produkte gemdsB der WO 94/12669 mit dem
Farbstoff Hoechst 32258 erfoigt, der sich in DNA einlagert. Dieser Farbstoff wird nach der PCR-Reaktion
den Reaktionsprodukten 2ugegeben. Abgesehen davon, daB diese Analytik das Verwenden eines internen
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Standards ausschliefit, ist diese Charakterisierung aufgrund ihrer geringen Empfindlichkeit ungeeignet flr
eine exakte Quantifizierung von DNA. Dies war auch gar nicht Aufgabe der WO 94/12668. in dieser
Methode zur Detektion von DNA ging es lediglich darum, eine Ja/Nein-Antwort zur Frage, ob chromosomale
DNA in der zu untersuchenden Probe enthalten ist, zur Verfligung zu stellen.

Fur eine exakte DNA-Konzentrationsbestimmung mittels PCR ist die Zugabe eines internen Standards
aber unbedingt notwendig, da sich gezeigt hat, daB die Effizienz der PCR-Reaktion oftmals von Reaktions-
gefdB zu ReaktionsgefaB unterschiedlich sein kann. Dieser Effizienzunterschied kann Unterschiede in den
Ergebnissen bis zu 10° ergeben. Diese Fehlerquelle wird bei der Methode gemiB der WO 94/12669 villig
ignoriert, und die Reproduzierbarkeit der Methode gem&B der WO 94/126689 ist daher zweifelhaft.

Die vorliegende Erfindung stellt sich daher die Aufgabe, ein Verfahren zur Quantifizierung von chromo-
somaler DNA zur Verfligung zu stellen, welches eine sehr genaue quantitative Information bezliglich der
Gesamtmenge an chromosomaler DNA in einer Probe ermégiicht.

Das erfindungsgemiBe Verfahren der eingangs erwdhnten Art ist dadurch gekennzeichnet, da8

-) vor dem Amplifizieren in an sich bekannter Weise eine gegebene Menge einer bekannten Nukleinsdu-
re der Probe als interner Standard zugegeben wird, wobei sich die Standard-Nukleinsdure zumindest in
einem zu detektierenden Merkmal von der zu quantifizierenden genomischen DNA unterscheidet, und

-} die Menge an ampiifizierter genomischer DNA und die Menge an ampilifizierter Standard-Nukleinsdure
bestimmt werden und ausgehend von der erhaltenen Menge an Standard-Nukieinsdure die Menge der
urspriinglich in der Probe vorhandenen genomischen DNA bestimmt wird.

Durch dieses Verfahren wird es erstmals mdglich, den Gehalt an chromosomaler DNA in einer Probe
Uber die Quantifizierung einer bestimmten Teilmenge der chromosomalen DNA (im vorliegenden Fall eine
bestimmte repetitive Sequenz) zu bestimmen.

Unter Nukleinsdure-Amplifizierungen sind prinzipiell Verfahren zu verstehen, welche auf der von Mullis
et al. (U.S. PS 4,683,195 und 4,683,202) entwickelten Technologie beruhen, beispielsweise die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), die reverse Transkriptase PCR (RT-PCR) oder die Ligase-PCR (LCR).

Die Standard-Nukleinsdure mufl sich in wenigstens einem zu detektierbaren Merkmal von der zu
amplifizierenden genomischen DNA unterscheiden, sie sollte aber mit Hilfe der gleichen Primer amplifiziert
werden kénnen. Als praktisch haben sich Standard-Nukieinsduren erwiesen, die eine andere GréfBe als die
zu amplifizierende genomische DNA oder eine von der zu amplifizierenden genomischen DNA verschiede-
ne Restriktionsschnittstelle aufweisen. Die Standard-Nukleins3ure ist vorzugsweise eine DNA, da eine
méglichst groBe Ahnlichkeit zwischen Standard-Nukleinsiure und der in der Probe zu quantifizierenden
chromosomalen DNA bestehen sollte. Dies gilt auch fiir den GC-Gehalt, die Restriktionsstellen, die
Sequenz, etc.. Bevorzugte Standards unterscheiden sich von der zu amplifizierenden chromosomalen DNA
in 1 % bis 20 % ihrer Lange. Die genaue Sequenz der Standard-Nukleinsdure sollte natlirlich bekannt sein.

Die beim Amplifizieren verwendeten Primer enthalten vorzugsweise Gruppen, weiche die Nachweis-
grenze der amplifizierten Nukleinsduren erhdhen, beispielsweise fluoreszierende oder radioaktive Gruppen
oder chemische Gruppen, die mit affinen Proteinen und nachgeschalteteten Detektionsreaktionen detektiert
werden kdnnen (z.B. Biotin-Avidin, Digoxigenin-Markierung, etc.), wobei Primer mit fluoreszierenden Grup-
pen besonders bevorzugt sind.

Die bevorzugte repetitive genomische Sequenz flur die Analyse von DNA stellen Alu-Sequenzen dar,
wobei die Primer vorzugsweise fiir einen Teil der Alu-Aquivalenten Konsensussequenzen, insbesondere der
Alu-dquivalenten Konsensussequenzen von Sdugern, insbesondere von Nagetieren und Primaten, kodieren.

Die Bestimmung der DNA-Mengen (unter DNA-Menge versteht man prinzipiell die Quantitdt an DNA;
eine DNA-Menge kann z.B. in Form von Masse (mg, ug, ng, pg. ...) oder als Anzahl der Kopien eines
bestimmten DNA-Molekiils angegeben werden) nach der Amplifizierung kann auf unterschiedlichste Art
erfolgen, meist jedoch ist ein Schritt vorzusehen, bei welchem die ampilifizierte Standard-Nukleinsdure von
der amplifizierten, zu quantifizierenden genomischen DNA getrennt wird und die getrennten DNA-Mengen
separat bestimmt werden. Vorzugsweise besteht dieser Trennungsschritt in einer Gelelektrophorese oder in
einem chromatographischen Verfahren.

Als besonders geeignet haben sich Detektionsverfahren erwiesen, weiche automatisch erfolgen und den
Trennungs- und Quantifizierungsschritt kombinieren. Eine bevorzugte Ausfilhrungsform des erfindungsge-
méBen Verfahrens besteht daher darin, daB die Bestimmung der Mengen an ampiifizierter Nukleinsdure
unter Verwendung eines Nukleinsdure-Detektionsgerdtes, vorzugsweise eines fluoreszenz-empfindlichen
Nukleinsdure-Detektionsgerétes, erfolgt. Beispiele flir solche Nukleinsdure-Detektionsgeridte sind automati-
sche DNA-Sequenzer mit laserinduzierten Fluoreszenz-MeBeinrichtungen (2.B. Gene Scanner®373A der
Firma Applied Biosystems) oder HPLC-Anlagen. Bei diesen Gerdten ist es mdglich, DNA-Molekile
voneinander zu trennen, die sich lediglich um ein bp in der Linge unterscheiden.
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Ein besonderer Vorteil des Gene Scanner® ist es, unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe in einer
einzigen Spur unterscheiden zu kénnen. Dies ermdglicht die gleichzeitige Aufarbeitung einer Vielzahl von
Proben auf einem Gel, da alle am Gel zur Verfligung stehenden Spuren fir Proben verwendst werden
kd8nnen. Weiters ist es mdglich, eine Vielzahl von PCR-Produkten, markiert mit unterschiedlichen Fluores-
zenz-Farbstoffen, in einer einzigen Bahn zu analysieren (Multiplex-PCR) und dabei genomische DNA
verschiedenen Ursprungs in einer Probe nachzuweisen. Beim gieichzeitigen Nachweis von beispielsweise
zwei verschiedenen Nukleinsduren in einer Probe werden auBerdem Aufwand und Kosten nahezu halbiert.
Dies ist beim Einsatz des erfindungsgeméBen Verfahrens im Routinebetrieb von besonderem Vorteil. Im
Gegensatz dazu kann der von Porcher et al. zur Analyse der PCR Produkte verwendete automatische
Laser-Fluoreszenz-DNA-Sequenzer nur einen Fluoreszenzfarbstoff (und damit nur eine DNA) pro Spur
analysieren.

Bei einer bevorzugten Ausfihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens wird der Amplifizierungs-
schritt bereits in der exponentiellen Phase gestoppt.

Dadurch wird erreicht, daB das Verhditnis der Kopienanzahl des amplifizierten Standards direkt
proportional zur Kopienanzahl der repetitiven Sequenz ist. Weiters kann durch Koamplifikation eines
einzigen Standards die Kopienanzahl der repetitiven Sequenz festgestellt werden. In diesem Punkt ist die
erfindungsgeméBe Methode der viel verwendeten Methode von Gilliland et al. weit Uberlegen, da man pro
Probe lediglich einen Standard mitlaufen lassen mu8, wogegen die Methode nach Gilliland um so genauer
wird, desto mehr Standards in verschiedenen Verdinnungen in verschiedenen Proben verwendet werden.

Mit dem erfindungsgem&Ben Verfahren wird vorzugsweise kontaminierende genomische DNA bestimmt.
Diese Bestimmung ist besonders wichtig bei der Bestimmung von kontaminierender DNA in Impfstoffen
oder bei der Qualitétskontrolle rekombinanter Produkte aus Zellkulturen.

Die Menge der in der Probe zu quantifizierenden genomischen DNA wird vorzugsweise mittels einer
Eichgerade von der Menge an amplifizierter Standard-Nukleins3ure bestimmt.

Bisher gab es ndmlich in der Literatur noch keine Hinwsise, wie der RiickschluB von einer zuvor
bestimmten kleineren Menge (Kopienanzahl der repetitiven Sequenzen) auf eine gréBere lbergeordnete
Menge (genomische DNA) gemacht werden soll. Es ist lediglich bekannt, daB der Anteil der repetitiven
Sequenzen im Genom im Bereich von 1-10% liegt. Ein linearer Zusammenhang zwischen einer ampilifizier-
ten repetitiven Sequenz und der Gesamtmenge an genomischer DNA wurde bisher nicht geoffenbart.

Dieser Zusammenhang ist daher bevorzugterweise mit einer Eichkurve herzustellen, weiche folgender-

maBen ermitteit werden kann:
Verschiedene bekannte Konzentrationen einer genomischen DNA einer Spezies werden mit dem erfin-
dungsgeméBen Verfahren in einer kompetitiven Nukleinsdure-Amplifizierungsverfahren unter Verwendung
eines internen Standards amplifiziert. Das Verfahren wird in der exponentiellen Phase gestoppt, und die
Mengen der ampilifizierten Nukleinsduren werden bestimmt.

Die Peak-Flache (= Kopienzahl), die der amplifizierte interne Standard ergibt, ist dann direkt proportio-
nal zur Peak-Fldche (= Kopienzahl) der amplifizierten repetitiven Sequenz der eingesetzten genomischen
DNA. Flr die Eichkurve trdgt man die daraus errechnete Kopienzahl der repetitiven Sequenz gegen die
urspriinglich eingesetzte Menge an genomischer DNA auf. Dabei wurde liberraschenderweise festgestellt,
daB bei geringer DNA-Konzentration (0 bis 60 pg/ml) diese Eichkurve eine Gerade darstellt. Aus dieser
Geraden kann ein Faktor errechnet werden, der schlieBlich fiir die Bestimmung von unbekannten DNA-
Mengen herangezogen wird.

Nach der erfindungsgem&Ben Methode wird daher die Menge an genomischer DNA in pg/ml nach der
folgenden Formel berechnet:

Mprobe = AProbe/ASIandard X NSlandardx Fix D x 1/F2

worin
Aprone die Peak-Fliche der ampilifizierten chromosomalen DNA der Probe,
Agrandarg die Peak-Fldche des amplifizierten internen Standards,
Nsiandare die singesetzten Kopien des internen Standards,
Fy das Verhditnis des Volumens des Standards zum extrahierten Volumen,
D der Verdlinnungsfaktor (falls die Probe vor der Extraktion verdiinnt worden ist) und
F2 der Umrechnungsfaktor ist, der angibt, wieviel Kopien der repetitiver Sequenz pro pg genomischer DNA
enthalten sind.
Diese Eichkurve ist charakteristisch flir die verwendete genomische DNA, die eingesetzten Primer und
die speziell gewidhiten Amplifizierungsbedingungen.
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Wichtige Kriterien bei der Quantifizierung von chromosomaler DNA sind die Sensitivitit und die
Reproduzierbarkeit. Mit dem erfindungsgemé&Ben Verfahren kénnen DNA-Mengen im Bereich von 1 pg bis
100 pg sehr genau und reproduzierbar bestimmt werden. Damit ist aber keineswegs die Sensitivitdtsgrenze
der Methode erreicht,

Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich besonders gut zur Uberpriifung und Qualitdtskontrolle von
biotechnologisch hergestellten Proteinen, wobei es keinerlei Einschriankung auf das Hestellungsverfahren
dieser Proteine gibt. Beispielsweise kdnnen rekombinante Proteine, transgene Proteine oder mittels der
Hybridom-Technologie gewonnene Proteine durch das erfindungsgemiBe Verfahren auf ihren Gehalt an
chromosomaler DNA untersucht werden. Die Multipiex-Analyse erm&glicht es, monoklonale AntikSrpern, die
in Hybridoma-Zellinien geziichtet worden sind, auf kontaminierende DNA der Ursprungs-Spezien if einfa-
cher und effizienter Weise zu untersuchen.

Die Qualititskontrolie insbesondere bei Impfstoffen oder rekombinanten Proteinen kdmpft allerdings mit
Hintergrund-Problemen. So kann man beim Bestimmen von kontaminierender chromosomaler DNA bei
Primaten-Zellkulturen auch die Verunreinigungen durch die Handhabung wZhrend der Produktion oder
wadhrend der Aufarbeitung der Produkte durch das erfindungsgemiBe Verfahren erfassen, wenn die
eingesetzten Primer spezifisch fiir alle Primaten-Alu-Sequenzen sind. Erfolgt die Produktion von rekombin-
anten Proteinen allerdings in Nicht-Primaten-Zellkulturen, wie zum Beispiel CHO (Chinese Hamster Ovarien-
zellen), BHK (Baby Hamster Nierenzellen) oder CEC (HUhner-Embryozellen), so ist die Nachweisgrenze mit
der erfindungsgeméBen Methode weit geringer, da das Problem der Verunreinigungen durch die Handha-
bung der Probe wegfillt. Besonders bevorzugt wird die erfindungsgemiBe Quantifizierungsmethodik bei
genomischer DNA aus CHO-, Vero-(Affenzellinie), BHK-, SK-Hep1-(menschliche Leberzellinie), Hybridom-
zellen oder CEC-Zellen angewendet, da diese Zelikuituren am gebrduchiichsten bei der Produktion von
impfstoffen, rekombinanten Proteinen oder monokionalen AntikGrpern sind.

Die Reproduzierbarkeit der erfindungsgemiBen Methode betrdgt zumindest 95%. Um dies zu errei-
chen, muB darauf geachtet werden, daB die Effizienz der Amplifizierungsreaktion fiir den Standard und die
Probe gleich gro8 ist. Die Effizienz der Amplifizierungsreaktion ist vor allem dann von Bedeutung, wenn sie
in der exponentiellen Phase gestoppt wird. Im S&ttigungsbereich fillt eine unterschiedliche Effizienz flr
Standard und Probe nicht so sehr ins Gewicht.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft daher die Verwendung des erfindungsgemaBen
Verfahrens zur Uberpriifung und Qualitétskontrolle von biologischen Prédparaten, besonders von biotechnolo-
gisch erzeugten Prdparaten, da bei diesen die Gefahr der Kontamination mit DNA besonders groB ist.
Vorteilhafterweise wird das erfindungsgem&Be Verfahren bei der Uberpriifung und Qualititskontrolle von
HIV-Oberflachenantigen gp160, rekombinanten Blutfaktoren, Plasmaproteinen und Impfstoffen (z.B. gegen
Herpes-, Influenza- oder Tick-Borne-Encephalitis(TBE)-Viren) verwendet.

Durch die hohe Empfindlichkeit und die besonders niedrige Nachweisgrenze des erfindungsgemasen
Verfahrens kdnnen neue Qualitdtskriterien bei biologischen Produkten festgestellt werden, weiche durch
einen duBerst geringen bzw. fehienden Gehalt an kontaminierenden Nukleinsiuren definiert sind.

GemdB sinem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung daher biologische, insbesondere
biotechnologische Produkte, die zumindest sinen unterhalb der erlaubten Grenzen von 10 bzw. 100 pg pro
Dosis und mit dem vorliegenden Verfahren gemessenen Gehalt an chromosomaler DNA aufweisen und
damit als im wesentlichen frei von Fremd-DNA gelten kdnnen.

Zu den bevorzugten Produkten geh&ren virale Proteine, wie gp160, rekombinante Blutfaktoren, Plasma-
proteine, sowie Impfstoffe, insbesondere gegen Herpes-, Influenza- oder TBE-Viren.

BeeinfiuBt wird die Effizienz der PCR-Reaktion zum Beispiel von der Bindung der Primer an Standard
und Probe. Deshalb werden vorzugsweise dieselben Primer flir den Standard und die Probe verwendet und
diese Primer sollten mdglichst 100% homolog zu den Primerbindungsstelien von Standard und zu
amplifizierender genomischer DNA sein. Fir den synthetischen Standard stellt dies kein Problem dar, wonl
aber fiir die zu amplifizierenden genomischen Sequenzen. Repetitive Sequenzen sind nimiich nicht
notwendigerweise zu 100% homolog, sie haben oft unterschiedliche Sequenzen. Bei der Auswahl der
Primer muB daher darauf geachtet werden, daB die am strengsten konservierte Nukleotidabfolge herangezo-
gen wird. Je weniger der Primer homolog zur genomischen repetitiven Sequenz ist, desto schiechter erfoigt
die Bindung des Primers und umso schiechter ist auch die Effizienz der PCR-Reaktion. Die Primer im
erfindungsgemaBen Verfahren werden durch Alignment konservierter DNA-Abschnitte innerhaib der repetiti-
ven Sequenzen in Gendatenbanken ausgesucht.

Daher betrifft die vorliegende Erfindung gemaR einem weiteren Aspekt Primer, weiche im vorliegenden
Verfahren zur Anwendung kommen, ndmlich
Alu A2/2:GCCGGGCGTAGTGGCGGGCGCCTGTAGT bp 149-176 Seq.ID 1
Alu B: GAGACAGAGTCTCGCTCTGTCGCCCAGG bp 294-267 Seq.ID 2
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(Numerierung nach Batzer et al. (Nucl.Acid Res. 18 (1990) 6793)

CR1: ATGAGGCACTGGAACAGGTTGCCC bp 260-283 Seq.ID 3

CR1A CAGGGCCACATCCAGCCTGG bp 345-326 Seq ID 4

{Numerierung nach Stumph et al. (PNAS 81 (1984) 6667-6671).

und Plasmide fir die Herstellung der Standards, ndmlich

PAlu-wt (bestehend aus dem bekannten pCRII-Plasmid und einem Insert an der multiplen Klonierungsstelie,

welches Insert die Basenpaare (bp) 148 bis 294 der Alu-repeat-spezifischen Sequenz aus Batzer et al.

enthait)

pAlu20 (abgeleitet aus pAlu-wt mit einer Deletion von 20 bp an bp 178 der Alu-repeat-spezifischen Sequenz

aus Batzer et al.)

pCR1-wt (bestehend aus dem bekannten pCRII-Plasmid (Firma InVitrogen) und einem Insert an der EcoRlI-

Stelle des pCRII-Plasmids, welches Insert die bp 260 bis 345 der CR1-Sequenz aus Stumph et al. (1984)

enthilt)

pCR1 +15 (abgeleitet aus dem Plasmid pCR1-wt, indem eine 15 Nukleotide lange Insertion an der bp300-

Stelle eingefligt wurde)

Die Effizienz der Amplifizierungsreaktion hdngt auch von der Art des zu amplifizierenden DNA Molekils ab.

Es hat sich fir das erfindungsgemaBe Verfahren von Vorteil erwiesen, den internen Standard in linearisierter

Form vor der Amplifizierung zuzusetzen. Dadurch werden weitere Unterschiede in der Effizienz der

Reaktion ausgeglichen, die auf die unterschiedliche Form der zu amplifizierenden DNA zuriickzufUhren sind.
Die Erfindung wird in den nachstehenden Beispielen und den dazugeh&rigen Zeichnungsfiguren, auf die

sie jedoch nicht beschrénkt sein soll, noch weiter erldutert. Insbesondere wird in den Beispielen gezeigt,

daB das erfindungsgemaBe Verfahren sich hervorragend fir eine routinemiBige, schnelle und trotzdem

genaue und reproduzierbare Quantifizierung von chromosomaler DNA in unterschiediichsten Proben eignet.
Es zeigen: Fig.1 die Eichgerade fiir chromosomale Affen-DNA, wobei die Menge an genomischer DNA

in pg/ml gegen die Anzahl der gefundenen Kopien pro ml aufgetragen wurde; Fig.2 die Ergebnisse der

Quantifizierung von chromosomaler Affen-DNA; und Fig.3 die Ergebnisse der Quantifizierung von chromoso-

maler Hilhner-DNA. Fig.4 ist das Sequenzprotokoll.

Beispiele
1. Aligemeine Arbeitsvorschriften:
1.1. Prinzip des Verfahrens

Nukleinsduren unterschiedlicher Herkunft werden mittels PCR unter Verwendung von Primern, weiche
fluoreszierende Gruppen haben, amplifiziert (Saiki et al., Science 239 (1985) 487-491). Die Analyse und die
Quantifizierung der erhaltenen amplifizieten PCR-Produkte wurde mit Hilfe eines automatischen DNA-
Sequenzierers mit laserinduzierter Fluoreszenz-MeBeinrichtung (373A Gene-Scanner® von Applied Biosy-
stems) ausgefiihrt. Dieses Instrument ist in der Lage, die Fluoreszenz-markierten PCR-Produkie mittels
einer Gelelektrophorese in einem Polyacrylamidgel unter denaturierenden Bedingungen der GrdBe nach
aufzutrennen und deren Menge quantitativ zu bestimmen. Die Kopienzahl bestimmter Sequenzen in der
Probe wird auf Grundlage der erhaitenen Intensititen der PCR-Produkte von chromosomaler DNA und
internem Standard bestimmt. Unter Anwendung eines gegebenen Verhiltnisses zwischen der Anzahl an
amplifizierten repetitiven chromosomalen Sequenzen pro Standard-Masse der DNA (sishe "Erstellung der
Eichgeraden™) kann direkt auf die gesamte in der Probe vorhandene chromosomale DNA geschlossen
werden.

1.2. Extraktion der Nukleinsduren

500 ul einer Probe werden 5 ul 1 M TRIS/HCI pH 8,0 und 10 ul Proteinase K (Boehringer Mannheim,
20 mg/ml) sowie 20 1) 20%-ige SDS-L&sung zugesetzt. Nach Inkubation lber Nacht bei 37 * C oder fiir 4 h
bei 56 °C wird eine bestimmte Menge an Standard-DNA zugesetzt, die Probe nacheinander mit Phenol und
Chloroform extrahiert und 10 1l Glykogen (Boehringer Mannheim, 20 mg/ml) zugesetzt. AnschlieBend wird
mit Ethanol prézipitiert, zentrifugiert, das Pellet gewaschen und schiieBlich in Wasser wieder geldst.
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1.3. PCR

Der PCR-Ansatz enthidlt in bekannter Weise ein Aliquot der extrahierten Nukleinsdure, PCR-Puffer
(Boehringer Mannheim), MgClz, dNTPs, Primer, Tag-DNA-Polymerase (Boehringer Mannheim, 5,0 E/ul) und
Wasser. Die PCR wird gem3B den Angaben des Herstellers von Puffer und Enzym bzw. gemisB Ublicher
Arbeitsvorschriften (Mullis et al., Methods in Enzymology 155 (1987), 335) in einem PCR-Apparatur
(GeneAmp PCR System 9600 der Firma Perkin-Eimer) durchgefiihrt.

1.4. Analyse der Produkte

Fur die Bestimmung und Quantifizierung der PCR-Produkte werden der PCR-L&sung 0,5 bis 1,0 wl
entnommen und in einem 373A Instrument der Firma Applied Biosystems und der speziellen "gene scan"
Software gem3B den Angaben des Hersteliers analysiert.

2.1. Beispiel 1: Quantifizierung von genomischer Affen-DNA

Bei dieser Quantifizierung werden Primer verwendet, weliche in einer hochkonservierten Region in den
sogenannten "Alu repeat" Sequenzen binden und ein 146 bp-Fragment ampilifizieren (Jelinek et al.,
Ann.Rev.Biochem.51 (1982) 813-844), namlich
Alu A2/2: GCCGGGCGTAGTGGCGGGCGCCTGTAGT bp 149-176 Seq.ID 1
Alu B: GAGACAGAGTCTCGCTCTGTCGCCCAGG bp 294-267 Seq.ID 2
(Numerierung nach Batzer et al.). Die Primer wurden unter Verwendung der Phosphoamidit-Chemie auf
einem DNA Synthesizer hergestellt (Applied Biosystems 394 DNA Synthesizer)

Das Standard-Plasmid pAiu20 ist abgeleitet aus dem Plasmid pAlu-wt, welches aus dem bekannten pCRII-
Plasmid (Firma InVitrogen) und einem Insert an der multipien Klonierungsstelle des pCRIl-Plasmids besteht,
welches Insert die bp 148 bis 294 der Alu-repeat-spezifischen Sequenz aus Batzer et al. enthilt.

in pAlu20 wurden die bp 178 bis 197 deletiert. Das Plasmid wurde gereinigt (QUIAGEN-Verfahren), die
Konzentration durch spektroskopische Messung bei 260 nm bestimmt, mit EcoRl geschnitten und in einem
10mM TRIS/HGI pH 8/0,1 mM EDTA-Puffer verdiinnt (Sambrook et al. Molecular Cloning, Second Edition,
Cold Spring Harbor Lab Press, Cold Spring Harbor (1989)).

Die Lé&nge der PCR-Produkte von Standard und Wildtyp-DNA betragen daher 126 und 146 bp.

2.1: Erstellung der Eichgeraden mit Affen DNA

Zur Bestimmung der Anzahi Alu-Kopien pro Pg genomischer Affen-DNA wurden jeweils 3 Kalibrierungs-
ldufe durchgefiihrt (blank, 2 pg, 5 pg, 10 pg, 20 Pg, 40 pg, 60 pg, 100 pg DNA/mI). Alle ermittelten Daten (6
PCR-Reaktionen pro Konzentrationsstufe) sind in Tabelle 1 zusammengefaBt und die Regressionsgerade ist
in Fig.1 dargestellt.
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TABELLE 1
DNA KG RG Mw Sy VK%
5 0 4533,92996
2 21599,4238 | 21974,0922
2 189883,3919 | 21974,0922 | 20099,8091 | 3822,30746 | 19,0166357
2 19900,3524 | 21974,0922
2 25246,6624 | 21974,0922
10 2 14769,225 | 21974,0922
5 44883,8779 | 48134,3354
5 52631,2571 | 48134,3354
5 511094418 | 48134,3354 | 45055,9297 8108,004 | 17,9954205
5 32068,2966 | 48134,3354
15 5 44586,7749 | 48134,3354

10 97555,2485 | 91734,7409
10 101015,717 | 91734,7409 | 90598,5793 | 10754,6015 | 11,8706073
10 863359144 | 91734,7409
10 77487.4372 | 91734,7409
20 20 108834,009 | 178935,552
20 199305642 | 178935,552
20 203203,788 | 178935,552 172039,16 | 41076,2263 23,876091
20 197098,228 | 178935,552
20 151754,131 178935,5652
25 40 363341,143 | 353337,174
40 402578,42 | 353337,174
40 433036,566 | 353337,174 | 383303,318 | 33743,5526 8,8033552
40 351420,48 | 353337,174
40 366139,983 | 353337,174
30 60 594815,223 | 527738,796
60 505612,823 | 527738,796 | 506228.628 | 69570,4812 | 13,7428975
60 424808.212 | 527738,796
60 499678.254 | 527738,796

DNA: DNA in pg/m|

KG: Kopien gefunden

RG: Regression

MW: Mittelwert

SD: Standardabweichung
40 VK%: Variationskoeffizient

35

Die Berechnung der Daten erfolgte Uiber folgende Beziehungen:
45 FléChep,obe : F|5Chepmu-2o =X
x - (Fldchegjank : Fldchepaw-20) = y (korrigiertes Flachenverhiitnis)

y multipliziert mit 100 000 = Kopienanzah! in 500 wl Probe = z (500 w! wurden extrahiert, 100 000 Kopien
50 des Standardpiasmids wurden zugegeben)

z muttipliziert mit 2 = Kopienanzahl| pro mi

ss Nach der Berechnung der Regressionsgeraden (y = 4533,9 + 8720,1 x) ergab sich ein durchschnittlicher
Wert von 9200 Kopien pro pg genomischer Affen-DNA.
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2.2. Quantifizierung von chromosomaler Affen-DNA (Vero-Zellen)

Vorstufen von Impfstoff-Chargen, die nach Barrett et al. (AIDS Research and Human Retroviruses 5
(1989), 159-171) hergestellt wurden, wurden mittels DNA-Extraktion und quantitativer PCR mit Hilfe der
Primer Alu A2/2 und AluB und einem internen Standard (pAlu20), der von denselben Primern erkannt wird,
jedoch ein in der Gr&Be verschiedenes PCR-Produkt liefert, untersucht. Die Ergebnisse der Untersuchungen
sind in Tabelle 2 und Fig.2-A bis 2-1 dargestelit.

Tabelle 2 gibt Art, Umfang und MeBwerte der gemessenen Proben wieder. In Spalte 1 ist die
Kopienzahl des Standardplasmids pAlu20 angegeben; Spalte 2 gibt die Verdinnungsstufe der Probe an,
wobei der Wert 1 einer unverdiinnten Probe gleichkommt; Spalte 1 gibt das extrahierte Volumen an Probe
an; Spalten 4 und 5 bezeichnen die Art der Probe (Chargen-Nummer der gp160-Préparation; Puffer und
VerdUnnung des Standards); Spalte 6 gibt die MeBwerte in pg Vero Gesamt-DNA pro mi Probe an und
Spalte 7 die Mittelwerte dieser Messungen; Spalte 8 bezeichnet die Nummer der Bahn, auf der die Probe
analysiert worden ist (siehe auch: Fig.2); Spalten 9 und 10 geben die Fidche des gemessenen Standardpe-
aks bzw. des zu messenden Peaks an chromosomaler DNA an. Die erste Zeile ist eine Kontrollzeile.
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repetitiven DNA-Familie ausgew#hit. Diese DNA-Familien sind nicht nur zum GroBteil artspezifisch, sondern
treten in groBer Kopienzahl im Genom auf und erfiilien deshalb die Kriterien fiir eine Bestimmung von
geringen Mengen spezifischer DNA. In der Familie der Aves (V&gel) wurde die CR1-repetitive DNA-Familie
beschrieben, die in 7000 bis 20000 Kopien pro Genom vorhanden sein sollen (Stumph et al., Nucleic Acids
Res.9 (1981) 5383-5397). Ein Vergleich von verschiedenen Mitgliedern dieser Familie zeigt eine hochkon-
servierte Region an der Stelle 261 bis 391 (nach der Numerierung von Stumph et al. 1984). Das Primerpaar
zur Bestimmung der Hiihner-DNA wurde durch Alignment der repetitiven Sequenzen so ausgewdhit, daB es
spezifisch innerhalb dieser konservierten Sequenz bindet und ein 86 bp langes DNA-Fragment ampilifiziert,
ndmlich

CR1: ATGAGGCACTGGAACAGGTTGCCC bp 260-283 Seq.ID 3

CR1A CAGGGCCACATCCAGCCTGG bp 345-326 Seq.ID 4

(Numerierung nach Stumph et al. (1984)). Die Primer wurden unter Verwendung der Phosphoamidit-Chemie
auf einem DNA Synthesizer hergestellt (Applied Biosystems 394 DNA Synthesizer)

Das Standard-Plasmid pCR1 +15 ist abgeleitet aus dem Plasmid pCR1-wt, welches aus dem bekannten
pCRIH-Plasmid (Firma InVitrogen) und einem Insert an der EcoRI-Stelle des pCRII-Plasmids bestenht,
welches Insert die bp 260 bis 345 der CR1-Sequenz aus Stumph et al. (1984) enthilt.

In pCR1 +15 wurden eine 15 Nukleotide lange Insertion an der bp 300-Stelle eingefligt. Das Plasmid
wurde gereinigt (QUIAGEN-Verfahren), die Konzentration durch spektroskopische Messung bei 260 nm
bestimmt, mit EcoR! geschnitten und in einem 10mM TRIS/HCI pH 80,1 mM EDTA-Puffer verdiinnt
{Sambrook et al. Molecular Cloning, Second Edition, Cold Spring Harbor Lab Press, Cold Spring Harbor
(1989)).

Die Erstellung der Eichgeraden erfolgt in analoger Weise zu 2.1. Im Experiment wurden 200, 40, 20, 10,
4 und 2 pg genomischer DNA aus Huhnerzellen (CEF-Zellen) extrahiert und einer PCR mit den fluoreszenz-
markierten Primern CR1 und CR1A unterzogen. Als Spezifitdiskontrolle wurden 100 pg Maus- und
menschliche chromosomale DNA ebenfalls der PCR unterzogen. Als Negativkontrolle dienten 10 ul Wasser.

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tabelle 3 und Fig.3-A bis 3-D dargesteilt.

Tabelle 3 gibt Art, Umfang und MeBwerte der gemessenen Proben wieder. In Spalte 1 ist die Nummer
der Messung (entspricht einer Bahn-Nummer in Fig.3) angegeben; Spalte 2 gibt die Menge an eingesetzter
genomischer DNA von CEF-Zellen an; Spalte 3 gibt die Fliche des gemessenen Peaks an.

11
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TABELLE 3

1 CEF 200 pg/m| 61192
2 CEF 200 pg/mi 77128
3 | CEF 40 pg/ml 36856
4 | CEF 40 pg/mi 29229
5 | CEF20 pg/ml 22035
6 | CEF20 pg/mi 19008
7 | CEF 10 pg/ml 13658
8 | CEF 10 pg/mi 11333
9 | CEF 4 pg/imi 2958
10 | CEF 4 pg/mi 6533
11 | CEF 2 pg/mli 3471
12 | CEF 2 pg/ml 2907
13 | H20 0
14 | H20 0
16 | Human DNA 100 pg/ml 0
17 | Maus DNA 100 pg/mi 0

In Fig.3 ist die graphische Auswertung der Bestimmung der PCR-Produkte dargestellt. In den verschie-
denen Bahnen sind die Intensitdten der Fluoreszenzsignale der PCR-Produkte (und Nebenprodukte)
dargestellt. Die Produkte sind anhand ihrer definierten GréBe (in bp) identifizierbar. Der Wildtyp-Peak tritt
bei 86 bp auf, Peakflichen sind in Tabelle 3 dargestelit.

In s@mtlichen Bahnen, in denen Hihner-DNA eingesetzt wurde, erscheint ein definierter Peak bei 86 bp.
Im Gegensatz dazu wird keine signifikante Menge an 86 bp-spezifischen Produkt detektiert, auch wenn
grofie Mengen an menschlicher bzw. Maus-DNA eingesetzt wurden. Aufgrund dieser Ergebnisse kann man
die Nachweisgrenze von chromosomaler Hiihner-DNA im erfindungsgemiBen Verfahren auf kleiner als 2
pg/ml festlegen.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Quantifizierung von genomischer DNA in einer Probe, welches die Schritte
-) Amplifizieren der in der Probe enthaltenen DNA durch ein Nukleins&ure-Amplifizierungsverfahren
unter Verwendung von Primern, welche zu repetitiven genomischen Sequenzen komplementar sind,
und
-) Detektieren der erhaltenen, amplifizierten DNA umfagt,
dadurch gekennzeichnet, das
-) vor dem Amplifizieren in an sich bekannter Weise eine gegebene Menge mindestens einer
bekannten Nukleinsdure der Probe als interner Standard zugegeben wird, wobei sich die Standard-
Nukleinsdure(n) zumindest in einem zu detektierenden Merkmal von der zu quantifizierenden
genomischen DNA unterscheidet, und
-) die Menge an amplifizierter genomischer DNA und die Menge an amplifizierter(n) Standard-
Nukleinsdure(n) bestimmt werden und ausgehend von der {(den) erhaltenen Menge(n) an Standard-
Nukleinsiure(n) die Menge der urspriinglich in der Probe vorhandenen genomischen DNA bestimmt
wird.

12
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Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 beim Amplifizieren Primer mit fluoreszie-
renden oder radioaktiven Gruppen oder chemischen Gruppen, die mit affinen Proteinen und nachge-
schalteten Detektionsreaktionen detektiert werden kGnnen, vorzugsweise mit fluoreszierenden Gruppen,
verwendet werden.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dal beim Amplifizieren Primer, welche
fur Alu-Sequenzen kodieren, verwendet werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, da8 der Amplifizierungs-
schritt bereits in der exponentiellen Phase gestoppt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Bestimmung der
Mengen an ampilifizierter Nukleinsiure unter Verwendung eines Nukleinsiure-Detektionsgerites, vor-
zugsweise eines fluoreszenzempfindlichen Nukleinsdure-Detektionsgerites, erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, da8 kontaminierende
genomische DNA bestimmt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB von der Menge an
amplifizierter Standard-Nukleinsdure mittels einer Eichgeraden die Menge der in der Probe zu quantifi-
Zierenden genomischen DNA bestimmt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, da8 beim Amplifizieren
Primer, die zu einen Teil der Alu-dquivalenten Konsensussequenz, insbesondere der Alu-dquivalenten
Konsensussequenz aus Nagetieren oder Primaten, komplementar sind, verwendet werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, da8 die genomische DNA
von CHO-, Vero-, BHK-, SK-Hep1-, Hybridom- oder CEC-Zellen quantifiziert wird.

Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 9 zur UberprUfung und Qualitatskontrolle
von biologischen Produkten, insbesondere von biotechnologisch erzeugten Produkten wie viralen
Proteinen, insbesondere gp160, rekombinanten Biutfaktoren, Piasmaproteinen, Impfstoffen und mono-
klonalen Antik&rpern.

Biologische, insbesondere biotechnologische Produkte, die zumindest einen Gehalt an chromosomaler
DNA unterhalb der Grenze von 10 bzw. 100 Pg pro Dosis, ermittelt nach einem Verfahren gemaB einem
der Anspriiche 1 bis 9, aufweisen und daher im wesentlichen frei von Fremd-DNA sind.

Biologische, insbesondere biotechnologische Produkte, nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,
daB sie ausgewdhit sind aus viralen Proteinen, insbesondere gp160, rekombinanten Blutfaktoren,
Plasmaproteinen sowie Impfstoffen, insbesondere gegen Herpes-, Influenza- oder TBE- Viren, und
monokionalen Antik&rpern.

Primer mit der Sequenz gemiB der Seq.ID 1, 2,3 und 4.

Standard-Plasmide pAlu-wt, pAlu-20, pCR1-wt und pCR1 + 15,

Hiezu 16 Blatt Zeichnungen

13
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SEQUENZPROTOKOLL

INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1:

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 28 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) ART DES MOLEKULS: DNS (synthetisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1:

GCCGGGCGTA GTGGCGGGCG CCTGTAGT 28

INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2:

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 28 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einze]
(D) TOPOLOGIE: linear
(if) ART DES MOLEKULS: DNS (synthetisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:

GAGACAGAGT CTCGCTCTGT CGCCCAGG 28

Fig.4-A
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INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3:

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 24 Basenpaare
(B) ART: Nukleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear

(i) ART DES MOLEKULS: DNS (synthetisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3.

ATGAGGCACT GGAACAGGTT GCCC

INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4:

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 20 Basenpaarz
(B) ART: Nukieinsiure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear
(i) ART DES MOLEKULS: DNS (synthetisch)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4:

CAGGGCCACA TCCAGCCTGG

C12N 15/00

24
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