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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung stellt ein Lysere-
agenz zum Lysieren von Erythrozyten bereit, wodurch ein
Target, wie z. B. RNA von einem parasitischen Organis-
mus in einer zur Analyse geeigneten Form freigesetzt wird.
Das Reagenz enthält zumindest Ammoniumchlorid und eine
anionisches Detergenz und kann zudem ein Antikoagulans
enthalten. Das Reagenz dient zum Lysieren von Erythrozy-
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se des Targets, wie Target-Capture, Amplifikation, Detektion
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Beschreibung

HINTERGRUND

[0001] Obwohl es kommerzielle Tests zum Nachweis von RNA in Blut gibt, liegt die bei derartigen Tests nach-
gewiesene RNA gewöhnlich in extrazellulärer Form, wie z. B. als HIV- oder HCV-Partikel im Blut vor. Der
Nachweis von RNA- oder anderen Zielmolekülen innerhalb der Erythrozyten stellt eine größere Herausforde-
rung dar. Bei der Lyse verwendete Reagenzien könnten nachfolgende Bearbeitung beeinträchtigen, da viele
Nicht-Zielmoleküle, besonders Nukleasen oder Proteasen, die durch Lyse freigesetzt werden, Zielmoleküle
zersetzen können.

[0002] Durch die intrinsische Instabilität von RNA und das Vorhandensein von RNasen in Vollblut ist die Iso-
lierung von RNA eine schwierige Aufgabe. Die Verwendung hochreiner, intakter RNA ermöglicht sensitive,
klinische Diagnostik-Assays. Derzeitige Vorgehensweisen setzen sich typisch aus mehreren, aufeinanderfol-
genden Schritten zusammen: ein Schritt zum Zellenaufschluss, ein Schritt zum Denaturieren der Proteine, ein
weiterer Schritt zum Stabilisieren und Schützen der RNA vor RNasen, gefolgt von einem Schritt des Isolierens
der RNA.

[0003] Tetradecyltrimethylammoniumoxalat (TTAOx) wird allgemein zum Transport, zur Lagerung und zur
Verarbeitung von Blut verwendet (amerik. Pat. Nr. 6,602,718 und 6,617,170). Dieses quartäre Amin ist z. B.
im PAXgeneTM Blood RNA System (BD Biosciences) enthalten und wirkt durch Penetrieren der Zelle und Sta-
bilisieren intrazellulärer Ziel-RNA. Die RNA kann dann später unter Verwendung standardmäßiger Verfahren
purifiziert und aus den Vollblutkomponenten analysiert werden. Verfahren zur Auflösung von Zellen und Inhibi-
tion von RNasen unter Verwendung von Guanidiniumsalzen sind ebenfalls bekannt (Chomczynski et al. (1987)
Anal. Biochem. 162, 156–159).

[0004] Humane Babesiose ist eine aufkommende Infektionskrankheit, die sich durch eine durch Zecken über-
tragene intraerythrozytäre Infektion von Erythrozyten entwickelt. Babesia microti, die häufigste Ursache für
Babesiose in den Vereinigten Staaten, ist in den Staaten des Nordostens und mittleren Westens weit verbrei-
tet. Diese Spezies spielt bei der Mehrzahl der durch Transfusion übertragenen Fälle von Babesiose (TTB) in
den Vereinigten Staaten eine Rolle und ist derzeit die der FDA am meisten durch Transfusion übertragene,
gemeldete Krankheit. Zwischen 2005 und 2010 wurden 3,6% von durch mit Transfusion verbundenen Todes-
fällen, die der FDA gemeldet wurden, der TTB zugeschrieben. Es gibt jedoch bisher, trotz des Risikos, das
dieser Wirkstoff für die Blutreserven in den Vereinigten Staaten darstellt, keinen von der FDA zugelassenen
Test für eine Blutuntersuchung auf Babesia.

ZUSAMMENFASSUNG DER BEANSPRUCHTEN ERFINDUNG

[0005] Die Erfindung stellt ein Reagenz bereit, das sich aus Ammoniumchlorid, Lithiumlaurylsulfat (LLS) und
einem Antikoagulans zusammensetzt. Bei einigen Ausführungen enthält das Reagenz zusätzlich einen Puffer.
Bei einigen Ausführungen ist der Puffer Natriumhydrogencarbonat. Bei einigen Ausführungen beträgt der pH-
Wert des Puffers 7–8 oder 7,2–7,6. Bei einigen Ausführungen ist das Antikoagulans EDTA, Heparin oder Citrat.

[0006] Bei einigen Ausführungen beträgt die Ammoniumchloridkonzentration im Reagenz 100–500 mM, 200–
300 mM oder 250 mM. Bei einigen Ausführungen beträgt die LLS-Konzentration im Reagenz 4–15% (Vol.-%),
5–8% (Vol.-%) oder 5% (Vol.-%). Bei einigen Ausführungen beträgt die Natriumhydrogencarbonatkonzentra-
tion im Reagenz 5–30 mM, 10–20 mM oder 14 mM. Bei einigen Ausführungen betragen die Ammoniumchlo-
ridkonzentration 250 mM, die LLS-Konzentration 5% (Vol.-%), die Natriumhydrogencarbonatkonzentration 14
mM und der pH-Wert 7,2–7,6.

[0007] Bei einigen Ausführungen werden dem Reagenz Erythrozyten oder von Erythrozyten abgeleitete Pro-
dukte beigemischt. Bei bestimmten Ausführungen wird dem Reagenz Vollblut beigemischt. Bei einigen Aus-
führungen wird dem Reagenz Vollblut in einem Verhältnis von 3:1 (Vol.-%) beigemischt. Bei einigen Ausfüh-
rungen ist das Vollblut humanes Vollblut, nicht-humanes Vollblut oder eine Mischung dieser.

[0008] Die Erfindung liefert zudem ein Verfahren zur Analyse von Zielzellen aus Erythrozyten bestehend aus:
(a) Kontaktieren von Erythrozyten mit einem Reagenz, das Ammoniumchlorid und ein anionisches Detergenz
enthält, wobei das Reagenz die Erythrozyten lysieren und die Zersetzung der aus den Erythrozyten freigesetz-
ten Zielzellen hemmen kann; und (b) Analysieren der aus den Erythrozyten freigesetzten Zielzellen.
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[0009] Bei einigen Verfahren handelt es sich bei den Zielzellen um von einem Pathogen abgeleitete Zielzellen.
Bei einigen Verfahren ist das Ziel RNA.

[0010] Bei einigen Verfahren werden mindestens 50% der Erythrozyten in Minuten oder weniger lysiert. Bei
einigen Verfahren ist der Prozentsatz der lysierten Erythrozyten höher als der Prozentsatz der lysierten Leu-
kozyten.

[0011] Bei einigen Verfahren besteht die Analyse des Untersuchungsobjekts darin, dass die freigesetzten
Zielzellen mit einer Fänger-Sonde und einer immobilisierten Sonde kontaktiert werden, wobei die Fänger-Son-
de ein erstes, zum Untersuchungsobjekt komplementäres Segment und ein zweites, zur immobilisierten Son-
de komplementäres Segment aufweist, wobei sich das Untersuchungsobjekt an die Fänger-Sonde bindet und
wobei die gebundene Fänger-Sonde sich an die immobilisierte Sonde bindet. Zu einigen Verfahren gehört au-
ßerdem die Durchführung einer Transkription-vermittelten Amplifikation des Untersuchungsobjekts und Nach-
weis des Amplifikationsprodukts mit einer Detektionssonde.

[0012] Einige Verfahren werden ohne Schritt der Zentrifugierung zur Trennung von Reagenz und von den
Erythrozyten freigesetzten Untersuchungsobjekt durchgeführt.

[0013] Bei einigen Verfahren ist das Untersuchungsobjekt 18S rRNA von einem pathogenen Organismus des
Genus Babesia. Bei einigen Verfahren gehört der pathogene Organismus zur Spezies Babesia microti. Bei
einigen Verfahren beträgt die Nachweisgrenze zumindest Babesia 2 × 103 Kopien von Babesia microti 18S
rRNA pro 1 ml Vollblut.

KURZE BESCHREIBUNG DER ABBILDUNGEN

[0014] Abb. 1 zeigt den Nachweis von Babesia 18S rRNA in humanem Vollblut, das mit Babesia-infiziertem
Hamsterblut dotiert wurde. Proben wurden mit einem Lysereagenz aus gepuffertem Ammoniumchlorid (ACL)
bei einer Konzentration von 250 mM lysiert. Babesia 18S rRNA wurde unter Verwendung von Procleix-Target-
Capture-Reagenz (TCR) und Transkription-vermittelter Amplifikation (TMA) nachgewiesen.

[0015] Abb. 2a, Abb. 2b und Abb. 2c zeigen die Analyse verschiedener Lysereagenzien und deren Fähigkeit,
Vollblutproben zu lysieren, ohne Zellniederschlag, Zellklumpen, Zellfragmente oder Magnetbead-Verlust zu
verursachen, wenn sie dem TCR zwecks Analyse zugegeben werden.

[0016] Abb. 3 zeigt die Zusammensetzung verschiedener Lysereagenzien und deren mögliche Verwendung
zum Lysieren von Vollblutproben zum Nachweis von Babesia 18S rRNA.

[0017] Abb. 4 zeigt einen Vergleich zwischen PTM2.4 (250 mM ACL, 14 mM Natriumhydrogencarbonat, 5%
Lithiumlaurylsulfat (LLS)) und IC-Puffer (10% LLS) zur Verwendung beim Lysieren von Vollblutproben vor dem
Nachweis von Babesia 18S rRNA.

[0018] Abb. 5 zeigt die Wirkung von LLS in der gepufferten ACL-Lösung zum Nachweis von Babesia 18S
rRNA in Vollblutproben.

[0019] Abb. 6A zeigt Assaysensitivität zum Nachweis von Babesia 18S rRNA in humanen Vollblutproben, die
durch schrittweise Verdünnung von mit Babesia infiziertem Hamsterblut dotiert wurden. Proben wurden mit
einem Lysereagenz aus gepuffertem ACL und 5% LLS vor Nachweis lysiert.). Willkürlicher Cut-off = 50,000
RLU; jegliche Aktivität > 50,000 RLU wird als 100% reaktiv erachtet.

[0020] Abb. 6B zeigt die Assaysensitivität zum Nachweis von Babesia 18S rRNA in In-Vitro-Transkriptionen,
die in humanes Vollblut dotiert wurden. Die dotierten Proben wurden mit einem Lysereagenz aus gepuffertem
ACL und 5% LLS vor Nachweis lysiert). Willkürlicher Cut-off = 50,000 RLU; jegliche Aktivität > 50,000 RLU
wird als 100% reaktiv erachtet.

[0021] Abb. 7 zeigt einen Vergleich zwischen den beiden Verhältnissen von Lysereagenz in humanem Vollblut
zum Nachweis von Babesia 18S rRNA. Ein Lysereagenz aus gepuffertem ACL und 5% LLS wurde zur Zelllyse
verwendet. Die Verhältnisse von humanem Vollblut zum Lysereagenz, die im Experiment ausgewertet wurden,
betrugen 1:2 und 1:3 (Blut:Reagenz). Willkürlicher Cut-off = 50,000 RLU; jegliche Aktivität > 50,000 RLU wird
als 100% reaktiv erachtet.
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[0022] Abb. 8 zeigt die Reproduzierbarkeit eines Assays zum Nachweis von Babesia 18S rRNA in humanen
Vollblutproben, die von 6 verschiedenen Spendern erhalten wurden. Willkürlicher Cut-off = 50,000 RLU; jegli-
che Aktivität > 50,000 RLU wird als 100% reaktiv erachtet.

[0023] Abb. 9 zeigt die Stabilität von Babesia-Parasiten in humanem Vollblut. Schrittweise Verdünnungen von
mit Babesia infiziertem Hamsterblut wurden in humanes Vollblut dotiert. Eine Gruppe wurde vor der Analyse 5
Tage bei 25°C gelagert. Eine weitere Gruppe wurde unmittelbar nach der Zugabe des mit Parasiten infizierten
Bluts analysiert. Die infizierten Blutproben wurden mit einem Lysereagenz aus gepuffertem ACL und 5% LLS
vor Nachweis von Babesia 18S rRNA lysiert. Willkürlicher Cut-off = 50,000 RLU; jegliche Aktivität > 50,000
RLU wird als 100% reaktiv erachtet.

[0024] Abb. 10 zeigt die Stabilität von Babesia 18S rRNA, die aus Erythrozyten freigesetzt wird. Schrittweise
Verdünnungen von mit Babesia infiziertem Hamsterblut wurden in humanes Vollblut dotiert. Die Proben wurden
mit einem Lysereagenz aus gepuffertem ACL und 5% LLS lysiert. Nach der Lyse wurden die Proben vor der
Analyse für Babesia 18S rRNA bei 4°C für 0, 1, 3 oder 4 Tage gelagert. Willkürlicher Cut-off = 50,000 RLU;
jegliche Aktivität > 50,000 RLU wird als 100% reaktiv erachtet.

KURZE BESCHREIBUNG DER SEQUENZEN

SEQ-ID-NR:1 stellt die Nukleinsäuresequenz eines Nicht-T7-Primers dar.
SEQ-ID-NR:2 stellt die Nukleinsäuresequenz eines T7-Primers dar.
SEQ-ID NR:3 stellt die Nukleinsäuresequenz einer Acridiniumester-(AE)-Sonde dar.
SEQ-ID-NR:4 stellt die Nukleinsäuresequenz einer Target-Capture-Oligonukleotid-(TCO)-Sonde dar.
SEQ-ID-NR:5 stellt die Nukleinsäuresequenz eine In-Vitro-Transkriptionskopie von Babesia 18S rRNA dar.

DEFINITIONEN

[0025] Zu Pathogenen zählen Viren, Bakterien, Protozoen, Pilze und andere Mikroorganismen, die für Krank-
heiten in Menschen und anderen Tieren verantwortlich sind.

[0026] Ein Untersuchungsobjekt kann ein Molekül eines einzigen Typs sein, wie z. B. ein Protein oder 18S rR-
NA von Babesia oder eine Klasse von Molekülen, wie ein jegliches Protein oder RNA von Babesia oder ein jeg-
liches Protein oder RNA von Erythrozyten. Mehrere bestimmte Untersuchungsobjekte können ebenfalls ana-
lysiert werden, wie z. B. ein RNA-Untersuchungsobjekt und ein Protein-Untersuchungsobjekt, oder zwei ver-
schiedene RNA-Untersuchungsobjekte oder ein mRNA-Untersuchungsobjekt und ein rRNA-Untersuchungs-
objekt. Zu Untersuchungsobjekten gehören auch endogene Komponenten von Erythrozyten sowie Komponen-
ten, die sich infolge pathogener Infektion infizierter Erythrozyten ergeben und typisch durch das infizierende
Pathogen (d. h. „pathogene” oder „pathogenvermittelte” Untersuchungsobjekte) codiert werden.

[0027] Ein Lysereagenz ist ein, oft in Form einer Lösung, bereitgestelltes Reagenz, das zur Einleitung einer
Lyse von Erythrozyten in Vollblut oder Erythrozytenprodukten, wie pelletierte Erythrozyten, effektiv eingesetzt
werden kann.

[0028] Bevorzugte Lyse von Erythrozyten anstelle anderer Zellkomponenten von Blut bedeutet, dass der Pro-
zentsatz von lysierten Erythrozyten höher als der von anderen Zellkomponenten ist, die in der Probe vorhanden
sind, die analysiert wird, bei denen es sich um die anderen Zelltypen handelt, die im Aggregat beurteilt werden.

[0029] Anionische Detergenzien sind Verbindungen mit einer negativ geladenen, anionischen Kopfgruppe und
einem langen Kohlenwasserstoffschwanz, die oft als Salz mit einem Alkalimetall- oder Ammoniumion vorliegen.

[0030] Antikoagulanzien hemmen die Gerinnung von Vollblut. Zu Antikoagulanzien gehören u. a. Heparine
und Calcium-Chelatbildner. Heparine aktivieren Antithrombin-III, das die Aktivität von Thrombin und anderen,
an der Blutgerinnung beteiligten Proteasen hemmt. Calcium-Chelatbildner, wie z. B. EDTA und Citrat, binden
für die Blutgerinnung erforderliche Calciumionen.

[0031] Mit einem Puffer ist eine schwache Säure oder eine schwache Base gemeint, die zur Erhaltung des
pH-Werts einer Lösung verwendet wird.

[0032] Mit einer Nukleinsäure ist eine multimere Verbindung gemeint, die sich aus Nukleotiden oder Analo-
gen zusammensetzt, die stickstoffhaltige, heterozyklische Basen oder Basenanaloge haben, die verbunden
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sind, um ein Polymer zu bilden, einschließlich herkömmlicher RNA, DNA, gemischter RNA-DNA und Analoger
dieser.

[0033] Die stickstoffhaltigen, heterozyklischen Basen können als Nukleobasen bezeichnet werden. Bei Nukle-
obasen kann es sich um herkömmliche DNA- oder RNA-Basen (A, G, C, T, U), Basenanaloge, z. B., Inosin, 5-
Nitroindazol-L-Nukleotide und andere (The Biochemistry of the Nucleic Acids 5–36, Adams et al., ed., 11.sup.
th ed., 1992; van Aerschott et al., 1995, Nucl. Acids Res. 23(21): 4363–70), Imidazol-4-Carboxamid (Nair et
al., 2001, Nucleosides Nucleotides Nucl. Acids, 20(4–7): 735–8), Pyrimidin- oder Purinderivate, z. B., modifi-
zierte Pyrimidinbase 6H,8H-3,4-Dihydropyrimido[4,5-c][1,2]oxazin-7-on (manchmal designierte „P”-Base, die
A oder G bindet) und modifizierte Purinbase N6-Methoxy-2,6-Diaminopurin (manchmal designierte „K”-Base,
die C oder T bindet), Hypoxanthin (Hill et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(8): 4258–63, Lin and Brown,
1992, Nucl. Acids Res. 20(19): 5149–52), 2-Amino-7-Deazaadenin (das sich mit C und T paart; Okamoto et
al., 2002, Bioorg. Med. Chem. Lett. 12(1): 97–9), N-4-Methyldeoxygaunosin, 4-Ethyl-2'-Deoxycytidin (Nguyen
et al., 1998, Nucl. Acids Res. 26(18): 4249–58), 4,6-Difluorobenzimidazol und 2,4-Difluorobenzen-Nukleosida-
naloge (Kiopffer & Engels, 2005, Nucleosides Nucleotides Nucl. Acids, 24(5–7) 651–4), Pyren-funktionalisierte
LNA-Nukleosidanaloge (Babu & Wengel, 2001, Chem. Commun. (Camb.) 20: 2114–5; Hrdlicka et al., 2005, J.
Am. Chem. Soc. 127(38): 13293–9), Deaza- oder Aza-modifizierte Purine und Pyrimidine, Pyrimidine mit Sub-
stituenten an der 5. uder 6. Position und Purine mit Substituenten an der 2., 6. Oder 8. Position, 2-Aminoadenin
(nA), 2-Thiouracil (sU), 2-Amino-6-Methylaminopurin, O-6-Methylguanin, 4-Thiopyrimidine, 4-Aminopyrimidi-
ne, 4-Dimethylhydrazinpyrimidine und O-4-Alkylpyrimidine (amerik. Pat. Nr. 5,378,825; PCT Nr. WO 93/13121;
Gamper et al., 2004, Biochem. 43(31): 10224–36) und hydrophobe Nukleobasen, die Duplex-DNA ohne Was-
serstoffbindung bilden (Berger et al., 2000, Nucl. Acids Res. 28(15): 2911–4) handeln. Viele derivatisierte und
modifizierte Nukleobasen oder Analoge sind kommerziell erhältlich. (z. B., Glen Research, Sterling, Va.).

[0034] Eine mit einem Zucker verbundene Nukleobaseeinheit kann als Nukleobaseeinheit oder Monomer be-
zeichnet werden. Zuckeranteile einer Nukleinsäure können Ribose, Desoxyribose oder ähnliche Verbindungen
sein, z. B. mit 2' Methoxy- oder 2'Halid-Substitutionen. Nukleotide und Nukleoside sind Beispiele für Nukleo-
baseeinheiten.

[0035] Die Nukleobaseeinheit kann durch eine Reihe von Bindungen oder Konformationen verbunden sein,
einschließlich Phosphodiester-, Phosphorothioat- oder Methylphosphonat-Bindungen, Peptid-Nukleinsäure-
bindungen (PNA; Nielsen et al., 1994, Bioconj. Chem. 5(1): 3–7; PCT Nr. WO 95/32305) und eine verbrückte
Nukleinsäure-(LNA)-Konformation, in der Nukleotidmonomere mit einer bizyklischen Furanoseeinheit in einer
RNA verbrückt sind, eine Zuckerkonformation nachahmen (Vester et al., 2004, Biochemistry 43(42): 13233–
41; Hakansson & Wengel, 2001, Bioorg. Med. Chem. Lett. 11 (7): 935–8), oder Kombinationen derartiger Bin-
dungen in einem Nukleinsäurestrang. Zu Nukleinsäuren können einer oder mehrere „abasische” Rückstände
gehören, d. h. das Rückgrat enthält für eine oder mehrere Positionen keine stickstoffhaltige Base (amerik. Pat.
Nr. 5,585,481).

[0036] Eine Nukleinsäure kann nur konventionelle RNA- oder DNA-Zucker, Basen und Verbindungen enthal-
ten oder kann sowohl konventionelle Komponenten als auch Substitutionen enthalten (z. B. konventionelle
RNA-Basen 2'-O-Methyl-Bindungen oder eine Mischung von konventionellen Basen und Analogen). Die Ein-
beziehung von PNA, 2'-Methoxy oder 2'-Fluorosubstituierter RNA oder Strukturen, die sich auf die Gesamt-
ladung, Ladungsdichte oder sterische Assoziation eines Hybridisierungskomplexes auswirken, einschließlich
von Oligomeren, die geladene Bindungen enthalten (z. B. Phosphorothioate) oder neutrale Gruppen (z. B.
Methylphosphonate) enthalten, könnten die Stabilität von durch Nukleinsäure gebildeten Doppelsträngen be-
einträchtigen.

[0037] Ein Oligomer kann eine „zufällige Polymer”-Sequenz enthalten, die sich auf eine Population von Oligo-
meren bezieht, die, was Gesamtlänge und andere Merkmale angeht, wesentlich gleich sind, aber bei denen
zumindest ein Teil des Oligomers durch randomisierte Inkorporation verschiedener Basen für eine spezifische
Länge synthetisiert ist, z. B. eine zufällige Auswahl aller vier Standardbasen (A, T, G und C) in einem DNA-
Oligomer oder eine zufällige Auswahl einiger Basen (U oder T und G) in einem definierten Teil eines größeren
Oligomers.

[0038] Beim sich hieraus ergebenden Oligomer handelt es sich nämlich um eine Population von Oligomeren,
deren finite Zahl an Gliedern durch Länge und Anzahl von Basen, die den randomisierten Teil ausmachen,
bestimmt wird (z. B. 26 Oligomere in einer Population von Oligomeren, die eine 6-nt-Zufallssequenz enthalten,
die durch Verwendung von 2 verschiedenen Basen synthetisiert wurde).
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[0039] Komplementarität von Nukleinsäuren bedeutet, dass eine Nukleotidsequenz in einem Nukleinsäure-
strang aufgrund der Orientierung ihrer Nukleobasengruppen eine Wasserstoffbrücke mit einer anderen Se-
quenz an einem Nukleinsäuregegenstrang bildet. Die komplementären Basen sind typisch in DNA, A mit T
und C mit G sowie in RNA, C mit G und U mit A. Komplementarität kann perfekt (d. h. exakt) oder wesent-
lich/genügend sein. Perfekte Komplementarität zwischen zwei Nukleinsäuren bedeutet, dass die beiden Nu-
kleinsäuren einen Duplex bilden können, bei dem jede Base im Duplex durch Watson-Crick-Paarung an eine
komplementäre Base gebunden ist. „Wesentlich” oder „genügend” komplementär bedeutet, dass die eine Se-
quenz in einem Strang nicht völlig und/oder perfekt komplementär zu einer Sequenz in einem Gegenstrang
ist, aber dass genügende Bindung zwischen Basen an den beiden Strängen besteht, damit unter bestimmten
Hybridisierungsbedingungen ein stabiler Hybridkomplex gebildet werden kann (z. B. Salzkonzentration und
Temperatur). Derartige Bedingungen können vorausgesagt werden, indem die Sequenzen und eine standard-
mäßige mathematische Kalkulation verwendet werden, um die Tm hybridisierter Stränge vorherzusagen, oder
durch empirische Bestimmung von Tm durch Verwendung routinemäßiger Methoden. Tm bezieht sich auf die
Temperatur, bei der eine Population von Hybridisierungskomplexen, die zwischen zwei Nukleinsäuresträngen
gebildet wurden, 50% denaturiert ist. Bei einer Temperatur unter der Tm wird die Bildung eines Hybridisie-
rungskomplexes begünstigt, während bei einer Temperatur über der Tm ein Schmelzen oder eine Trennung
der Stränge im Hybridisierungskomplex begünstigt wird. Tm kann für eine Nukleinsäure mit einem bekannten
G + C-Gehalt in einer wässrigen 1 M NaCl-Lösung geschätzt werden, indem z. B. Tm = 81,5 + 0,41(% G + C)
verwendet wird, obwohl andere bekannte Tm-Berechnungen die strukturellen Eigenschaften von Nukleinsäure
in Erwägung ziehen.

[0040] „Trennen” oder „Isolieren” oder „Purifizieren” bezieht sich auf das Entfernen von einer oder mehreren
Komponenten von einer komplexen Mischung, wie z. B. einer Probe. Ein Schritt des Trennens oder Isolierens
oder Purifizierens entfernt bevorzugt mindestens 70%, bevorzugter mindestens 90% und am bevorzugtesten
mindestens 95% Gewichtsprozent der Zielnukleinsäuren aus anderen Probenkomponenten. Zum Schritt des
Trennens, Isolierens oder Purifizierens kann optional ein zusätzlicher Schritt des Waschens zur Entfernung
von Probenkomponenten, die nicht Untersuchungsobjekt sind, gehören.

[0041] „Freisetzen” eines Fänger-Hybrids bezieht sich auf die Trennung von einer oder mehreren Kompo-
nenten eines Fänger-Hybrids voneinander, wie z. B. das Trennen einer Zielnukleinsäure von einer Fänger-
Sonde und/oder einer Fänger-Sonde von einer immobilisierten Sonde. Das Freisetzen des Zielnukleinsäure-
strangs trennt das Untersuchungsobjekt von anderen Komponenten eines Fänger-Hybrids und macht das Un-
tersuchungsobjekt zur Bindung an eine Detektionssonde verfügbar. Andere Komponenten des Fänger-Hybrids
können gebunden bleiben, z. B. der Strang der Fänger-Sonde an die immobilisierte Sonde an einer Fänger-
Stütze, ohne dass der Nachweis des Untersuchungsobjekts beeinträchtigt wird.

[0042] Ein „Label” bezieht sich auf eine funktionelle Gruppe eines Moleküls, die nachweisbar ist oder eine
nachweisbare Reaktion oder Signal direkt oder indirekt erzeugt, z. B. durch Katalysieren einer Reaktion, die ein
nachweisbares Signal erzeugt. Zu Labels gehören lumineszierende funktionelle Gruppen (wie fluoreszieren-
de, biolumineszierende oder chemilumineszierende Verbindungen), Radioisotopes, Glieder von spezifischen
Bindungspaaren (z. B. Biotin und Avidin), Enzym oder Enzymsubstrate, reaktive Gruppen oder Chromophore,
wie ein Farbstoff oder Partikel, der eine feststellbare Farbe liefert.

[0043] Zu einer Fänger-Sonde gehört ein erstes Segment einschließlich einer zum Untersuchungsobjekt kom-
plementären Sequenzregion sowie ein zweites Segment zum Anbringen der Fänger-Sonde, oder ein Hybridi-
sierungskomplex, zu dem die Fänger-Sonde gehört, an eine immobilisierte Sonde. Das erste Segment kann
so konfiguriert sein, dass es wesentlich komplementär zu einer spezifischen Zielnukleinsäuresequenz ist, so
dass ein erstes Segment und eine Zielnukleinsäure hybridisieren können, um unter Hybridisierungsbedingun-
gen eine stabile Duplexverbindung zu bilden (d. h. einen nachweisbaren Schmelzpunkt haben), wie dies in
den Beispielen beschrieben wird. Als Alternative kann das erste Segment so konfiguriert sein, das es sich
unter Hybridisierungsbedingungen nicht spezifisch an Nukleinsäuresequenzen in einer Probe bindet (siehe
WO 2008/016988). Zum zweiten Segment gehört eine Sequenzregion, die zu einer Sequenz einer immobi-
lisierten Sonde komplementär ist. Zu einer chimären Fänger-Sonde gehört bevorzugt ein Nukleinsäure-Ho-
mopolymer (z. B. Poly-A oder Poly-T) das kovalent an die zielkomplementäre Region der Fänger-Sonde ge-
bunden ist und das unter entsprechenden Bedingungen zu einem komplementären Homopolymer der immo-
bilisierten Sonde hybridisiert (z. B. jeweils Poly-T oder Poly-A) wie dies bereits beschrieben wurde (amerik.
Pat. Nr. 6,110,678 für Weisburg et al.). Fänger-Sonden können zudem ein drittes Segment aufweisen, das als
Schlusssequenz fungiert, um nicht gebundene Ziel-Fänger-Sonden in einer Fänger-Reaktion zu inaktivieren.
Diese dritte Segment kann an das erste Segment gegenüber dem zweiten Segment angrenzen (z. B. Fän-
ger-Sequenz:Ziel-Hybridisierungssequenz:Schlussequenz) oder es kann an das zweite Segment gegenüber
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dem ersten Segment angrenzen (z. B. Schlusssequenz:Fänger-Sequenz:Ziel-Hybridisierungssequenz). Siehe
WO 2006/007567 und US 2009-0286249.

[0044] Zu einer immobilisierten Sonde gehört eine Nukleinsäure, die direkt oder indirekt mit einem Träger
verbunden ist. Die Nukleinsäure ist komplementär zu einer Nukleinsäure in der Fänger-Sonde, obwohl Sie
dieselbe Länge (Anzahl der Nukleobaseeinheiten) wie die in der Fänger-Sonde haben kann oder nicht. Die
Nukleinsäure in der immobilisierten Sonde enthält bevorzugt mindestens sechs angrenzende Nukleobaseein-
heiten und kann z. B. 10–45 oder 10–40 oder 10–30 oder 10–25 oder 15–25, inklusive L-Nukleobaseeinheiten
enthalten. Die Nukleinsäure ist bevorzugt ein Homopolymer und bevorzugter ein Homopolymer von Adenin
oder Thymin. Eine bevorzugte Form einer immobilisierten Sonde ist oder enthält ein Homopolymer von 14
Thyminresten zur Verwendung in Kombination mit einer Fänger-Sonde, zu der ein zweites Element mit einem
Homopolymer von Adeninresten gehört. Der Nukleinsäurebestandteil einer immobilisierten Sonde liegt typisch
in einsträngiger Form vor, oder, wenn nicht, wird vor oder während des Gebrauchs ist auf einsträngige Form
denaturiert.

[0045] Als Träger für die immobilisierten Sonden kann eine jegliche Reihe von Materialien verwendet werden,
z. B. Matrizen oder Partikel aus Nitrocellulose, Nylon, Glass, Polyacrylat, Mischpolymere, Polystyrol, Silanpo-
lypropylen sowie magnetisch anziehbare Materialien. Monodisperse Magnetbeads sind ein bevorzugter Trä-
ger, weil sie eine relativ einheitliche Größe aufweisen und problemlos aus einer Lösung zurückgewonnen wer-
den können, indem, bevorzugt in einem automatisierten System, eine Magnetkraft auf den Reaktionsbehälter
angewandt wird. Eine immobilisierte Sonde kann direkt mit dem Fänger-Träger verbunden sein, z. B. durch
Verwendung einer Reihe kovalenter Bindungen, Chelation oder ionische Interaktion, oder kann indirekt über
einen oder mehrere mit dem Träger verbundene/n Linker verbunden sein. Der Linker kann ein oder mehrere
Nukleotide mit einschließen, die nicht zur Hybridisierung an der Fänger-Probe gedacht sind, sondern als Ab-
standstück zwischen der Nukleinsäure der immobilisierten Sonde und ihrem Träger fungieren.

[0046] Eine „Detektionssonde” ist eine Nukleinsäure oder ein anderes Molekül, das sich spezifisch an eine
Zielsequenz bindet, wobei die Bindung direkt oder indirekt zu einem feststellbaren Signal führt, welches das
Vorhandensein der Zielsequenz anzeigt. Eine Detektionssonde muss kein Label aufweisen, um ein feststell-
bares Signal zu erzeugen; z. B. ein elektrischer Puls infolge der Bindung der Sonde an ihre Zielsequenz kann
ein feststellbares Signal sein. Eine „markierte Sonde” ist eine Sonde, die ein Label enthält oder direkt oder
indirekt mit einem Label verbunden ist (z. B. Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2.
Ausg., Kap. 10; amerik. Pat. Nr. 6,361,945, Becker et al.; amerik. Pat. Nr. 5,658,737, Nelson et al.; amerik.
Pat. Nr. 5,656,207, Woodhead et al.; amerik. Pat. Nr. 5,547,842, Hogan et al.; amerik. Pat. Nr. 5,283,174,
Arnold et al.; amerik. Pat. Nr. 4,581,333, Kourilsky et al.; amerik. Pat. Nr. 5,731,148, Becker et al.). So können
Detektionssonden z. B. einen Nicht-Nukleotid-Linker und ein am Linker angebrachtes chemilumineszierendes
Label enthalten (amerik. Pat. Nr. 5,185,439, 5,585,481 und 5,639,604, Arnold et al.). Zu Beispielen von Detek-
tionssonden gehören Oligonukleotide mit eine Länge von 5 bis 50 Nukleotiden mit einem angebrachten Label,
das in einer homogenen Reaktion festgestellt wird, z. B. eine, bei der Differentialhydrolyse eines Labels an
einer gebundenen oder ungebundenen Sonde verwendet wird.

[0047] Detektionssonden können eine Nukleotidsequenz aufweisen, die, je nach Assayformat, dieselbe oder
entgegengesetzte Richtung wie die Zielsequenz hat. Detektionssonden können an dasselbe oder ein anderes
Segment einer Zielsequenz als die Fänger-Sonde hybridisieren. Einige Detektionssonden haben einen ange-
hängten chemilumineszierenden Marker, z. B. eine Aridiniumester-(AE)-Verbindung (amerik. Pat. Nr. 5,185,
439, 5,639,604, 5,585,481 und 5,656,744). Bei einigen Detektionssonden ist ein Acridiniumester-Label an einer
zentralen Region der Sonde in Nähe einer Region der A- und T-Basenpaare unter Verwendung eines Nicht-
Nukleotid-Linkers angebracht (amerik. Pat. Nr. 5,585,481 und 5,656,744, Arnold, et al.), was die Amine der
Nukleotidbasen an beiden Seite des AE einschränkt und eine Interkalationsstelle bietet. Als Alternative kann
ein AE-Label am 3'- oder 5'-Terminus der Detektionssonde angebracht werden, das in Verbindung mit einem
zweiten Oligomer verwendet wird, das neben der Detektionssonde an der Zielnukleinsäure hybridisiert, um die
Wirkung des sich nahe befindliche Amins, das durch die Zielnukleinsäure beigetragen wird, einzuschränken.
Bei einigen Detektionssonden ist ein AE-Label bei oder in Nähe einer Fehlanpassung mit einer verwandten
Nicht-Zielpolynukleotidsequenz, um Unterscheidung zwischen der verwandten Sequenz und der Zielsequenz
zu ermöglichen, die sich möglicherweise aufgrund der Duplexbindung um die fehlangepasste Stelle nur durch
ein Nukleotid unterscheidet, ausreichend destabilisiert, um den AE an der Sonde an die verwandte Nicht-Ziel-
sequenz, die für hydrolytische Degradation empfänglich ist, zu hybridisieren. HIV-1 und HCV können unter Ver-
wendung einer modifizierten Form des kommerziell erhältlichem PROCLEIX® ULTRIO HIV-1/HCV/HBV Assay
von Gen-Probe nachgewiesen werden. Bei der Modifizierung werden die D-polyA- und D-polyT-Sequenzen in
Fänger- und immobilisierten Sonden jeweils durch L-poly A- und L-poly-T ersetzt.
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[0048] „Hybridisierungsbedingung” bezieht sich auf die kumulative Situation, in der sich ein Nukleinsäure-
strang durch komplementäre Stranginteraktion und Wasserstoffbindung an einen zweiten Nukleinsäurestrang
bindet, um einen Hybridisierungskomplex zu liefern. Zu derartigen Bedingungen gehören die chemischen Kom-
ponenten und deren Konzentrationen (z. B. Salze, Chelatbildner, Formamid) einer wässrigen oder organischen
Lösung, welche die Nukleinsäuren enthält, und die Temperatur der Mischung. Andere Faktoren, wie die Länge
der Inkubationszeit oder Ausmaße der Reaktionskammer können zur Situation beitragen (z. B. Sambrook et
al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2.sup.nd ed., pp. 1.90–1.91, 9.47–9.51, 11.47–11.57 (Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y., 1989)).

[0049] Spezifische Bindung eines Target-Capture-Oligomers an ein Zielnuklein oder eine Zielnukleinsäure
bedeutet eine Bindung zwischen einer einzelnen definierten Sequenz im ersten Segment eines Target-Captu-
re-Oligomers und einem exakten oder wesentlich komplementären Segment an der Zielnukleinsäure/an Ziel-
nukleinsäuren, um einen stabilen Duplex zu bilden. Eine solche Bindung ist nachweisbar stärker (höheres Si-
gnal oder Schmelztemperatur) als eine Bindung an andere Nukleinsäuren in der Probe, denen ein Segment
fehlt, das exakt oder wesentlich komplementär zur einzelnen definierten Target-Capture-Oligomersequenz ist.
Nichtspezifische Bindung eines Target-Capture-Oligomers an Zielnukleinsäuren bedeutet, dass das Target-
Capture-Oligomer sich an eine Population von Zielsequenzen binden kann, die kein gemeinsames Segment
mit exakter oder wesentlicher Komplementarität zu einer einzelnen definierten Target-Capture-Oligomerse-
quenz haben. Dies kann z. B. durch Verwenden einer randomisierten Sequenz im ersten Segment der Fänger-
Sonde erreicht werden.

[0050] Ein Mangel an Bindung zwischen Nukleinsäuren kann sich durch Bindung zeigen, die sich nicht von
nichtspezifischer Bindung, die zwischen randomisiert gewählten Paare von Nukleinsäuren, deren ehrbliche
Komplementarität fehlt, unterscheidet.

[0051] „Freisetzung” eines Capture-Hybrids bezieht sich auf die Trennung von einer oder mehreren Kompo-
nenten eines Capture-Hybrids voneinander, wie die Trennung einer Zielnukleinsäure von einer Fänger-Sonde,
und/oder eines Target-Capture-Oligomers von einer immobilisierten Sonde. Die Freisetzung des Zielnuklein-
säurestrangs trennt das Untersuchungsobjekt von den anderen Komponenten eines Capture-Hybrids und das
Untersuchungsobjekt steht nun zur Bindung an eine Detektionssonde zur Verfügung. Andere Komponenten
des Capture-Hybrids können gebunden bleiben, z. B. der Target-Capture-Oligomer-Strang an der immobili-
sierten Sonde an einem Fänger-Träger, ohne dass der Zielnachweis beeinträchtigt wird.

[0052] „Sensitivität” ist der Anteil echter Positive, die korrekt als solche identifiziert wurden (z. B. der Prozent-
satz infizierter Patienten, die korrekt als eine Infektion habend identifiziert wurden). Spezifizität misst den Anteil
echter Negative, die korrekt identifiziert wurden (z. B. der Prozentsatz nicht infizierter Patienten, die korrekt als
die Infektion nicht habend identifiziert wurden.)

[0053] Zur Bezugnahme auf eine Reihe von Werten gehören auch Ganzzahlen innerhalb des Bereichs und
Unterbereichen, die durch Ganzzahlen im Bereich definiert wurden. Bezugnahme auf einen numerischen Wert
soll als Einbeziehung einer jeglichen Variation verstanden werden, wie sie bei der Messung dieses Werts unter
anderen typischen Verwendungsbedingungen inhärent ist.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG

I. Allgemeines

[0054] Die Erfindung stellt ein Lysereagenz zum Lysieren von Erythrozyten bereit, wodurch RNA oder ein
anderes Untersuchungsobjekt in einer zur Analyse geeigneten Form freigesetzt wird. Das Lysereagenz enthält
zumindest Ammoniumchlorid und ein anionisches Detergenz und kann ein Antikoagulans enthalten. Das Re-
agenz dient zum Lysieren von Erythrozyten, Schutz eines freigesetzten Untersuchungsobjekts vor Zersetzung
im Lysat und ist mit den nachfolgenden Schritten zur Analyse des Untersuchungsobjekts, wie Target-Captu-
re, Amplifikation, Detektion und/oder Sequenzierung kompatibel. Es wird bevorzugt, dass das Lysereagenz
bevorzugt Erythrozyten in einer Probe lysiert (z. B. Vollblut) relativ zu Leukozyten oder anderen Zellen, die
vorhanden sind, um Kontamination von Lysaten anderer Zelltypen zu reduzieren und eine homogene Probe
zu liefern. Das Lysereagenz eignet sich besonders zur Analyse von RNA von Pathogenen, die Erythrozyten
infizieren, einschließlich parasitischer Organismen, wie z. B. Babesia- und Plasmodium-Spezies.

[0055] Die Erfindung ergibt sich teilweise durch die Identifizierung von Mängeln bei verschiedenen bekannten
Lysereagenzien zur Vorbereitung und Analyse von pathogen-abgeleiteter RNA von Erythrozyten. Es wurde
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festgestellt, dass bekannte Lysereagenzien mit Reagenzien und Methoden zur Analyse von pathogen-abge-
leiteter RNA nicht kompatibel sind, was Zellklumpen, den Anschein eines Niederschlags und den Verlust von
Magnetkügelchen verursachte, wenn den Fänger-Reagenzien lysierte Proben zugegeben wurden. Im Gegen-
satz hierzu war das vorliegende Lysereagenz mit diesen Methoden kompatibel und ermögliche die bevorzugte
Lyse von Erythrozyten in Vollblutproben sowie den sensitiven Nachweis der freigesetzten, pathogen-abgeleite-
ten RNA nach Target-Capture und durch Transkription vermittelte Amplifikation. Das vorliegende Lysereagenz
hemmte zudem Zersetzung der pathogen-abgeleiteten RNA durch Nukleasen und Proteasen nach der Lyse
und zeigte Reproduzierbarkeit zwischen Proben.

II. Lysereagenzien

[0056] Das Lysereagenz enthält zumindest Ammoniumchlorid und ein anionisches Detergenz und bevorzugt
ein Antikoagulans. Ammoniumchlorid (ACL) fungiert als Lysemittel. In Vollblut lysiert Ammoniumchlorid eher
Erythrozyten als Leukozyten und reduziert somit die Kontamination der Probe und Beeinträchtigung von Schrit-
ten des Nachweisassays. Beispiele für Konzentrationsbereiche für Ammoniumchlorid sind u. a. 100–1000 mM,
100–800 mM, 100–500 mM, 150–300 mM, 200–300 mM, 240–260 mM oder 250 mM.

[0057] Das anionische Detergenz kann sowohl als Lysemittel als auch als Hemmer von Zersetzung des Un-
tersuchungsobjekts nach der Lyse von Erythrozyten fungieren. Das anionische Detergenz ist besonders zur
Hemmung der Zersetzung von Nukleinsäuren nützlich. Zu Beispielen von anionischen Detergenzien gehören
Lithiumlaurylsulfat (LLS) oder Natriumdodecylsulfat (SDS). LLS wird bevorzugt. So ist z. B. ein Konzentrati-
onsbereich von 14,7 mM bis 55 mM für LLS 4–15% (v/v), 5–8% (v/v) oder ca. 5% (v/v) einer LLS-Stammlösung.

[0058] Das Antikoagulans wird, wenn vorhanden, bei einer Konzentration verwendet, die ausreicht, um eine
Gerinnung der Probe zu hemmen (z. B. Vollblut oder Erythrozyten). Durch Hemmung der Gerinnung eliminiert
das Antikoagulans den Bedarf für die Zentrifugierung von Proben während des Verfahrens zur Isolierung von
Erythrozyten. Zu Beispielen für Antikoagulanzien gehören EDTA, Heparin oder Citrat. EDTA wird bevorzugt.
Zu Konzentrationsbeispielen für EDTA gehören 0,01–10 mM, 0,05–1,0 mM, 0,05–0,50 mM, 0,075–0,125 mM
oder 0,1 mM.

[0059] Zum Lysereagenz kann auch ein Puffer gehören. Natriumbicarbonat ist ein Beispiel für einen geeigne-
ten Puffer. Weitere geeignete Puffer sind ACES, PIPES, MPSO, Imidazol, Tris, BES, MOPS, HEPES, TES,
MOBS, DIPSO, TAPSO, Triethanolamin, Pyrophosphat, HEPPSO und POPSO. Natriumbicarbonat oder ein
anderer Puffer kann im Reagenz in einer Konzentration von z. B. 5–30 mM, 10–20 mM, 12–16 mM oder 14
mM vorhanden sein. Der pH des im Reagenz verwendeten Puffes kann z. B. 7–8 oder 7,2–7,6 betragen.

[0060] Zu einem bevorzugten Lysereagenz gehört Ammoniumchlorid, LLS, EDTA und Natriumbicarbonat in
Pulverform oder in einem Lösungsmittel, wie Wasser, in einer der oben angegebenen Konzentrationen. Am-
moniumchlorid hat bevorzugt eine Konzentration von 100–500 mM oder 250 mM, LLS eine Konzentration von
4–15% oder 5% (v/v), EDTA eine Konzentration von 0,01–10 mM oder 0,1 mM und Natriumbicarbonat eine
Konzentration von 12–16 mM oder 14 mM mit einem pH von 7,2–7,6. Optional kann das Lysereagenz wesent-
lich aus Ammoniumchlorid, LLS, EDTA, Natriumbicarbonat und Wasser bestehen.

[0061] Das Lysereagenz kann als Kit, zu dem auch eine Sonde und/oder Primer gehören, bereitgestellt wer-
den, um einen Assay an einem Untersuchungsobjekt, das aus Erythrozyten isoliert werden soll, einschließlich
jeglicher der nachfolgend beschriebenen Untersuchungsobjekte, vorzunehmen. Zu einem solchen Kit kann
eine Gebrauchsanweisung zur Verwendung des Lysereagenz und/oder Durchführung eines Assay an einem
aus Erythrozyten isolierten Untersuchungsobjekt gehören.

III. Die Verwendung von Lysereagenzien

[0062] Erythrozyten sind von jeder verfügbaren Quelle, wie Vollblut oder Teile dessen, die Erythrozyten ent-
halten, wie z. B. pelletierte Erythrozyten, erhältlich. Das Vollblut kann humanes Vollblut, nicht-humanes Vollblut
oder einer Kombination dieser sein.

[0063] Das Lysereagenz kann Erythrozyten über einen Zeitraum zugemischt werden, der ausreicht, um Zell-
lyse einzuleiten und die Freisetzung von Molekülen des/der gewünschten Untersuchungsobjekts/-Objekte aus
Zellen zu verursachen. Beispiele für Zeiträume für die Erhaltung von Erythrozyten, denen ein Lysereagenz
beigemischt wurde, sind u. a. 1–30 Minuten, 2–15 Minuten, 3–10 Minuten, 4–6 Minuten oder 5 Minuten. Der
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Zeitraum beträgt bevorzugt nicht mehr als 30, 15, 10 oder 5 Minuten. Es wird bevorzugt, dass die Mischung
nach der Lyse keine sichtbaren Partikel aufweist.

[0064] Die Inkubationstemperatur des Lysereagenz mit Erythrozyten kann variieren. Die Temperatur wird be-
vorzugt so gewählt, dass Umfang und Rate der Lyse und Bevorzugung von Erythrozyten vor Leukozyten oder
anderen Zellen in der Probe maximiert werden und Zersetzung des/der Untersuchungsobjekts/-Objekte auf
einem Minimum gehalten wird oder Hemmung nachfolgender Verarbeitung verhindert wird. Beispiele für Tem-
peraturbereiche sind u. a. 0–50°C, 5–45°C, 10–40°C, 15–37°C, 20–30°C, 22–27°C, oder 25°C. Umgebungs-
temperatur ist geeignet. Die Lyse von Erythrozyten solle eine ausreichende Menge an Zielmolekülen freiset-
zen, damit sie durch die hierin beschriebenen Verfahren nachgewiesen werden können. Die Lyse führt bevor-
zugt zumindest zu einer 50%, 60%, 70%, 80%, 90% oder 100% Lyse von Erythrozyten in einer Probe, die
lysiert wird.

[0065] Das Verhältnis, in dem das Vollblut mit einem Lysereagenz kombiniert wird, kann Umfang und Rate
der Zelllyse und Schutz der Zielmoleküle vor Zersetzung nach Freisetzen aus lysierten Zellen beeinträchtigen.
Beispiele für Verhältnisse, in denen Vollblut mit dem Lysereagenz gemischt werden, sind u. a. Verhältnisse von
1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:10 oder in einem Verhältnisbereich von zwischen 1:1 und 1:10 (v/v; Vollblut:Reagenz).
Ein bevorzugtes Verhältnis ist Vollblut gemischt mit Lysereagenz in einem Verhältnis von ca. 1:3 (v/v). Wenn
die Probe Erythrozyten umfasst, die aus Vollblut isoliert wurden, wie z. B. pelletierte Erythrozyten, dann können
die Erythrozyten mit dem Lysereagenz z. B. in Verhältnissen von 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:10 oder in einem
Verhältnisbereich von zwischen 1:1 und 1:10 (v/v; Erythrozyten:Reagenz) vermischt werden.

IV. Untersuchungsobjekte

[0066] Untersuchungsobjekte, die aus Erythrozyten durch das vorliegende Lysereagenz freigensetzt werden,
sind u. a. endogene oder pathogene Nukleinsäuren (z. B. DNA oder RNA), ganze Partikel, Proteine von pa-
thogenen Viren oder Organismen und/oder Antikörper, Lipide und Kohlenhydrate. Pathogen-abgeleitete RNA-
Untersuchungsobjekte werden bevorzugt. Verschiedene Typen von RNA können nachgewiesen werden. Die
RNA kann ribosomale RNA (rRNA), Messenger-RNA (mRNA) oder heterogene nukleäre RNA (hnRNA) sein.
Ein bevorzugtes Untersuchungsobjekt für Pathogene ist ribosomale RNA, insbesondere 18S rRNA, 5S rRNA,
5.8S rRNA, oder 28S rRNA.

[0067] Beispiele für pathogene Organismen sind u. a. Parasiten des Genus Babesia, Plasmodium, Trypa-
nosoma, Leishmania, Anaplasma oder Toxoplasma. Organismen des Genus Babesia, die Krankheiten beim
Menschen verursachen, sind möglicherweise Babesia microti, Babesia divergens oder Babesia duncani. Or-
ganismen des Genus Plasmodium können Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale,
Plasmodium vivax oder Plasmodium knowlesi sein.

V. Assays

[0068] Zielmoleküle, die durch Lyse aus Erythrozyten freigesetzt werden, werden alle einer Analyse unterzo-
gen. Zielmoleküle können vor der Analyse vom Lysereagenz (durch Zentrifugierung oder anderweitig) getrennt
werden oder nicht. Das Auslassen eines Schritts der Trennung kann einen effizienten Arbeitsablauf bei Durch-
führung des Assays ermöglichen. Die Art des Assays hängt vom Untersuchungsobjekt ab.

A. Nukleinsäuren

[0069] Zur Analyse von Nuleinsäurezielen gehören oft die Schritte der Capture (Erfassung), Amplifikation
und Nachweise. Als Alternative können Amplifikations- und Nachweisverfahren ohne vorherige Target-Capture
durchgeführt werden. Amplifikation und Nachweis und Target-Capture (wenn durchgeführt) erfolgen bevorzugt
ohne Trennung von Zielmolekülen vom Lysereagenz. Somit kann der gesamte Prozess in einem einzelnen
Behälter durchgeführt werden.

1. Target-Capture-Assay

[0070] Ein Target-Capture-Assay kann z. B. wie folgt unter Verwendung einer oder mehrerer Target-Capture-
Sonden, einer immobilisierten Sonde, einer Probe und einem geeigneten Medium durchgeführt werden, um
Hybridisierung des Target-Capture-Oligomers an die Zielnukleinsäure und des Target-Capture-Oligomers an
die immobilisierten Sonde zu ermöglichen. Die Zielprobe kann erwärmt werden (z. B. von 65°C auf 95°C),
bevor der Assay zur doppelsträngiger Form vorgenommen wird. Die Komponenten können in beliebiger Rei-
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henfolge gemischt werden. So kann z. B. das Target-Capture-Oligomer der Probe zugegeben und mit der
Zielnukleinsäure in der Probe hybridisiert werden, bevor die immobilisierte Sonde zugegeben wird. Bei einem
automatisierten Assay wird jedoch bevorzugt, dass die Zahl der Zugabeschritte auf einem Minimum gehalten
wird, indem das Target-Capture-Oligomer und die immobilisierte Sonde gleichzeitig oder mehr oder weniger
zu gleichen Zeit hinzugefügt werden. In diesem Fall kann die Reihenfolge der Hybridisierung dadurch kontrol-
liert werden, dass zunächst eine erste Hybridisierung unter Bedingungen stattfindet, unter denen sich ein Du-
plex zwischen dem Target-Capture-Oligomer und der Zielnukleinsäure bilden kann, der die Schmelztempera-
tur des Duplex überschreitet, der sich zwischen ersten und zweiten Stammsegmenten der Fänger-Sonde und
zwischen dem Target-Capture-Oligomer und der immobilisierten Sonde gebildet hätte, wonach eine zweite
Hybridisierung unter Bedingungen reduzierter Stringenz stattfindet, bevorzugt unter der Schmelztemperatur
der Duplexe, die sich zwischen dem ersten und zweiten Stammsegment und zwischen dem Target-Capture-
Oligomer und der immobilisierten Sonde gebildet haben. Die Stringenz kann durch Senken der Temperatur der
Assaymischung reduziert werden. Bei der höheren Temperatur bildet die zielbindende Stelle einen Duplex mit
der Zielnukleinsäure. Bei der niederen Temperatur bilden das erste und zweite Stammsegement von Fänger-
Sonden, die nicht an die Zielnukleinsäure gebunden sind, einen Duplex und das erste Stammsegment der
Fänger-Sonde, das an die Zielnukleinsäure gebunden ist, bildet einen Duplex mit der immobilisierten Sonde.
So kann z. B. Hybridisierung bei höherer Stringenz bei oder um 60°C durchgeführt werden und Hybridisierung
bei geringerer Stringenz, indem man eine Abkühlung auf Raumtemperatur oder 25°C erlaubt. Stringenz kann
zudem durch Reduktion der Salzkonzentration oder Zugabe oder Erhöhung der Konzentration eines chaotro-
pen Lösungsmittels reduziert werden. Bei einigen Methoden können alle Schritte (mit der möglichen Ausnahme
eines anfänglichen Denaturierungsschritts bei höherer Temperatur zur Denaturierung eines doppelsträngigen
Untersuchungsobjekts) isothermal durchgeführt werden.

[0071] Nach Bildung der Zielnukleinsäure:Fänger-Sonde, wird immobilisiertes Sondenhybrid (der Capture-
Hybridkomplex) von anderen Probenkomponenten getrennt, indem der Fänger-Träger physisch unter Verwen-
dung einer Reihe bekannter Verfahren getrennt wird, z. B. Zentrifugierung, Filtrierung oder magnetisches An-
ziehen eines magnetischen Fänger-Trägers. Die Trennung wird bevorzugt bei einer Temperatur unter dem
Schmelzpunkt der Stamm-Schleifen-Strukturen durchgeführt, die durch Target-Capture-Oligomere gebildet
werden, so dass leere Target-Capture-Oligomere keine Möglichkeit zur Denaturierung haben und sich so an
die Fänger-Sonde binden. Bei einigen Verfahren wird die Trennung bei einer Temperatur unter, jedoch inner-
halb von 10°C der Schmelztemperatur der Stamm-Schleifen-Struktur vorgenommen (z. B. bei 60°C), damit die
Stringenz der Hybridisierungsbedingungen und nachfolgende Möglichkeit zur Unterscheidung zusammenge-
führter und nicht-zusammengeführter Zielnukleinsäuren erhalten bleibt.

[0072] Um die Isolierung der Zielnukleinsäure von anderen Probenkomponenten, die nichtspezifisch an jegli-
chem Teil des Capture-Hybrids anhängen, zu ermöglichen, kann das Capture-Hybrid ein- oder mehrmals ge-
waschen werden, um andere Probenkomponenten zu verdünnen und zu entfernen. Das Waschen kann durch
Dissoziieren des Capture-Hybrids in seine individuellen Komponenten in einer geeigneten wässrigen Lösung
(z. B. eine Lösung, die Tris und EDTA enthält. Siehe z. B. US 6,110,678) und geeigneten Bedingungen (z.
B. Temperatur über der Tm der Komponenten) erfolgen, wonach die Bedingungen wieder angepasst werden,
um die erneute Bildung des Capture-Hybrids zu ermöglichen. Zur einfachen Handhabung und Minimierung
der Schritte spült das Waschen bevorzugt das intakte Capture-Hybrid, das am Capture-Träger angebracht ist,
in einer Lösung, in dem Bedingungen verwendet werden, die das Capture-Hybrid erhalten. Capture der Ziel-
nukleinsäure durch Waschen, wenn durchgeführt, isoliert bevorzugt mindestens 70%, bevorzugt mindestens
90% und bevorzugter ca. 95% der Zielnukleinsäuren von den anderen Probenkomponenten. Isolierte Nukle-
insäuren können für einer Reihe weiterer Prozesse, wie z. B. Nukleinsäureamplifikation, verwendet werden.

[0073] Ein Target-Capture-Assay kann auch als Teil eines Echtzeit-Biphasen-Target-Capture- und Amplifika-
tionsverfahren durchgeführt werden. Bei einem solchen Verfahren werden 500 μL der Probe und 400 μL des
Target-Capture-Reagenz (TCR) den Reaktionsgefäßen hinzugefügt. Das TCR enthält magnetische Partikel,
Komponenten zur Lyse von Organsimen, die in der Probe vorhanden sind, Capture-Oligos, einen T7-Initiation-
Promoter und einen internen Kalibrator. Flüssigkeit in den Reaktionsgefäßen wird für eine spezifischen Zeit-
raum und bei spezifischer Geschwindigkeit gemischt, um zu gewährleisten, dass die Mischung homogen ist.
Die Reaktionsgefäße werden dann in einen Übergangsinkubator bei 43,7°C gegeben, um die Flüssigkeit in
den Reaktionsgefäßen vorzuwärmen. Dann werden die Reaktionsgefäße in einen Annealing-Inkubator, der
auf 64°C eingestellt ist, gegeben. Während der Inkubation bei 64°C werden alle in der Probe vorhandenen
Organismen, die noch nicht durch das Lysereagenz getrennt wurden, jetzt getrennt, was Freisetzung des Un-
tersuchungsobjekts verursacht. Die Reaktionsgefäße werden dann in einen Übergangsinkubator gegeben, um
einen Abkühlungsprozess einzuleiten, und dann in einem Kühlregal (17°C bis 19°C) weiter abgekühlt, was zur
Bindung des T7-Initiation-Promoters und Capture von sowohl Untersuchungsobjekt als auch internem Kalibra-
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tor an die magnetischen Partikel über die Capture-Oligos führt. Die Reaktionsgefäße werden in eine magne-
tische Parkstation gebracht, wo sie Magneten ausgesetzt werden, welche die magnetischen Partikel an die
Seiten der Gefäße ziehen, bevor sie in eine Waschstation kommen. In der Waschstation werden möglicher-
weise störende Substanzen durch Waschen der magnetischen Partikel aus der Reaktion entfernt.

2. Amplifikation

[0074] Ein Nukleinsäure-Objekt kann unter Verwendung von Verfahren, wie Transkriptionvermittelte Amplifi-
kation (TMA), Polymerasekettenreaktion (PCR), Nukleinsäuresequenzbasierende Amplifikation, Ligaseketten-
reaktion oder andere Amplifikationsverfahren, amplifiziert werden. Ein Nachweis der amplifizierten Ziel-RNA-
Produkte kann während der Amplifikation (Echtzeit) oder nach der Amplifikation (Endpunkt) erfolgen.

i. Transkription-vermittelte Amplifikation

[0075] TMA wurde bereits beschrieben (z. B. amerik. Pat. Nr. 5,399,491, 5,554,516, 5,824,518 und 7,833,716;
sowie z. B. F. Gonzales and S. McDonough. Applications of Transcription-Mediated Amplification to Quantifi-
cation of Gene Sequences. Gene Amplification. 1998 Ed. François Ferre, Birkhauser, Boston. PP. 189–204).
Bei der TMA wird eine Zielnukleinsäure, welche die zu amplifizierende Sequenz enthält, als einsträngige Nu-
kleinsäure bereitgestellt (z. B. ssRNA oder ssDNA). Es kann ein herkömmliches Verfahren zur Konversion
einer doppelsträngigen Nukleinsäure (z. B. dsDNA) in eine einsträngige Nukleinsäure verwendet werden. Ein
Promoter-Primer bindet sich spezifisch an die Zielnukleinsäure an ihrer Zielsequenz und eine reverse Tran-
skriptase (RT) erweitert das 3'-Ende des Promoter-Primers unter Verwendung des Zielstrangs als Vorlage zur
Erstellung einer cDNA-Kopie, was zu einem RNA:cDNA-Duplex führt. RNase-Aktivität (z. B. RNase H des RT-
Enzyms) verdaut die RNA des RNA:cDNA-Duplex und ein zweiter Primer bindet sich spezifisch an seine Ziel-
sequenz in der cDNA unterhalb des Promoter-Primer-Endes. Das RT synthetisiert dann einen neuen DNA-
Strang durch Erweiterung des 3'-Endes des zweiten Primers unter Verwendung der cDNA als Vorlage zur Er-
stellung einer dsDNA, die eine funktionelle Promoter-Sequenz enthält. Für den funktionellen Promoter spezifi-
sche RNA-Polymerase leitet die Transkription ein, um ca. 100 bis 1000 RNA-Transkripte (amplifizierte Kopien
oder Amplikone) komplementär zum anfänglichen Zielstrang zu erzeugen. Der zweite Primer bindet sich spe-
zifisch an seine Zielsequenz in jedem Amplikon und das RT erstellt eine cDNA von der Amplikon-RNA-Vorlage,
um einen a RNA:cDNA-Duplex zu erzeugen. RNase verdaut die Amplikon-RNA vom RNA:cDNA-Duplex und
die Target-spezifische Sequenz des Promoter-Primers bindet sich an ihre komplementäre Sequenz in der neu
synthetisierten DNA und RT erweitert das 3'-Ende des Promoter-Primers sowie das 3'-Ende der cDNA, um
eine dsDNA zu erzeugen, die einen funktionellen Promoter enthält, an den sich die RNA-Polymerase bindet
und zusätzliche Amplikone transkribiert, die zum Zielstrang komplementär sind. Autokatalytische Zyklen, bei
denen diese Schritte wiederholt während der Reaktion zum Einsatz kommen, erzeugen eine milliardenfache
Amplifikation der anfängliche Zielsequenz. Optional können Amplikone während der Amplifikation (Echtzeit-
Nachweis) oder am Endpunkt der Reaktion (Endpunkt-Nachweis) durch Verwenden einer Sonde nachgewie-
sen werden, die sich spezifisch an eine in den Amplikonen enthaltene Sequenz bindet. Nachweise eines Si-
gnals von den gebundenen Sonden deuten auf das Vorhandensein der Zielnukleinsäure in der Probe hin.

[0076] TMA kann zudem als Teil eines Echtzeit-Biphasen-Target-Capture- und Amplifikationsverfahrens
durchgeführt werden. Bei einem solchen Verfahren kann TMA durch Zugabe eines Amplifikationsreagenz (50
μL/Test) zu den Reaktionsgefäßen, die erfasste Zielmoleküle enthalten, und Vermischen in einer Amplikations-
ladestation durchgeführt werden. Das Amplifikationsreagenz enthält Oligos und Komponenten, die zum Bau
von Nukleinsäuren notwendig sind. Die Reaktionsgefäße werden in einen Übergangsinkubator bei 43,7°C ge-
bracht, um die Temperatur der Flüssigkeit in den Reaktionsgefäßen zu erhöhen, die dann wieder in die Ampli-
fikationsladestation zurückgebracht werden, wo Enzym (25 μL/Test) hinzugegeben wird. Die Reaktionsgefäße
werden dann in den auf 42,7°C eingestellten Amplifikationsinkubator gebracht und bleiben für fünf Minuten im
Inkubator, während deren die ersten Amplifikationsrunden eingeleitet werden. Die Reaktionsgefäße werden
zurück in die Amplifikationsladestation gebracht, wo Promoter-Reagenz (25 μL/Test) hinzugegeben wird. Die
Reaktionsgefäße werden für weitere Runden der Target-Amplifikation wiederum in den Amplifikationsinkubator
gebracht. Das Promoter-Reagenz enthält Oligos und Fackeln. Die Plasmafackeln sind zum Untersuchungs-
objekt oder internen Kalibrator komplementär und fluoreszieren bei Bindung, wodurch ein Signal in Echtzeit
erzeugt wird. Die Signale für Untersuchungsobjekt- und internen Kalibrator haben bevorzugt unterschiedliche
Wellenlängen und lassen sich unterscheiden.
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ii. Polymerasekettenreaktion

[0077] Alternativ kann PCR-Amplification (z. B. reverse Transkriptase oder Echtzeit-PCR) zur Amplifikation
verwendet werden. PCR kann mit oder ohne vorherige Freisetzung der Zielnukleinsäure aus dem Capture-
Komplex durchgeführt werden. Die PCR-Reaktion kann im selben Behälter (z. B., einem Microfuge-Röhrchen)
wie der Capture-Schritt durchgeführt werden. Die PCR-Reaktion erfordert Thermocycling zwischen einer hohen
Temperatur von ca. 95°C (z. B., 90–99°C) zur Dissoziation und einer niedrigen Temperatur von ca. 60°C (z.
B. 40–75 oder 50–70 oder 55–64°C) zum Kühlen. Die Anzahl der kompletten Thermozyklen beträgt typisch
mindestens 10, 20, 30 oder 40. PCR-Amplifikation wird unter Verwendung von einem oder mehreren Primer-
Paaren durchgeführt. Ein Primer-Paar, das für PCR-Amplifikation verwendet wird, enthält zwei Primer, die
komplementär zur entgegengesetzten Strängen der Zielnukleinsäuren sind, welche die gewünschte Region,
die sequenziert werden soll, flankieren. Zur Sequenzierung eines viralen Genoms (z. B., mehr als 50, 75 oder
99%) werden die Primer bevorzugt nahe an den Enden des viralen Genoms positioniert. Für die Amplifikation
verwandter Moleküle (z. B., mutante Formen des selben, in einer Patientenprobe vorhandenen Virus) sind die
Primer bevorzugt komplementär zu konservierten Regionen der Zielnukleinsäure, die wahrscheinlich in den
meisten Mitgliedern der Population vorhanden ist. PCR-Amplifikation wird in PCR Technology: Principles and
Applications for DNA Amplification (ed. H. A. Erlich, Freeman Press, NY, NY, 1992); PCR Protocols: A Guide
to Methods and Applications (eds. Innis, et al., Academic Press, San Diego, CA, 1990); Mattila et al., Nucleic
Acids Res. 19, 4967 (1991); Eckert et al., PCR Methods and Applications 1, 17 (1991); PCR (eds. McPherson
et al., IRL Press, Oxford); und U. S. Patent 4,683,202 beschrieben.

3. Nachweis

[0078] Nachweis einer Nukleinsäure kann nach Capture und entweder während (Echtzeit) oder nach (End-
punkt) Amplifikation durch ein bekannte Verfahren durchgeführt werden. Das Amplifikationsprodukt von RNA
ist in der Form von DNA infolge von RT-PCR oder RNA-Kopien infolge von TMA. Amplifizierte Nukleinsäuren
können in der Lösungsphase oder durch ihre Konzentration in oder auf einer Matrix und Nachweise von mit
ihnen assoziierten Labels nachgewiesen werden (z. B. eine interkalierende Substanz wie Ethidiumbromid).
Einige Nachweisverfahren verwenden Sonden, die zu einer Sequenz im amplifizierten Produkt komplemen-
tär sind und das Vorhandensein eines Sonden:Produkt-Komplexes feststellen oder verwenden einen Kom-
plex an Sonden, um das von den amplifizierten Produkten festgestellte Signal zu amplifizieren (z. B., ame-
rik. Pat. Nr. 5,424,413, 5,451,503 and 5,849,481). Andere Nachweisverfahren verwenden eine Sonde, bei
die Signalerzeugung zum Vorhandensein der Zielsequenz verbunden ist, weil eine Änderung im Signal nur
dann erfolgt, wenn die markierte Sonde sich an ein amplifiziertes Produkt bindet, wie z. B. einem sog. Mole-
cular Beacon, einer molekularen Fackel oder einer Hybridisierungs-Schaltsonde (z. B., amerik. Pat. Nr. 5,
118,801, 5,210,015, 5,312,728, 5,538,848, 5,541,308, 5,656,207, 5,658,737, 5,925,517, 6,150,097, 6,361,945,
6,534,274, 6,835,542 und 6,849,412; und U. S. Pub. Nr. 2006/0194240 A1). Diese Sonden verwenden typisch
ein Label (z. B. Fluorophor), das an einem Ende der Sonde angebracht ist, und eine interagierende Verbindung
(z. B. Löscher), die an einer anderen Stelle der Sonde angebracht ist, um die Signalerzeugung vom Label
zu hemmen, wenn sich die Sonde in einer Konformation („geschlossen”) befindet, die anzeigt, dass sie nicht
am amplifizierten Produkt hybridisiert ist, wobei ein feststellbares Signals erzeugt wird, wenn die Sonde am
amplifizierten Produkt hybridisiert ist, wodurch sich ihre Konformation (zu „offen”) ändert. Feststellung eines
Signals von direkt oder indirekt markierten Sonden, die sich spezifisch mit dem amplifizierten Produkt assozi-
ieren, zeigen das Vorhandensein der Zielnukleinsäure an, die amplifiziert wurde.

4. Sequenzierung

[0079] Nach Amplifikation kann eine Zielnukleinsäure zusätzlich dazu, dass sie einem qualitativen oder quan-
titativen Nachweise unterzogen wird, oder anstelle dessen, sequenziert werden. Wenn gewünscht, kann eine
Purifikation an einer Siliziumdioxidsäule (z. B. eine Qiagen-Schwerkraftsäule) vorgenommen werden. Die Ziel-
nukleinsäure bindet sich an die Säule, wo sie gewaschen und dann eluiert werden kann. Als Alternative kann
die Purifikation unter Verwendung eines auf einer Nukleisnäuresonde basierenden Reinigungssystems durch-
geführt werden (z. B., amerik. Pat. Nr. 6,110,678 oder 8,034,554,. US 2013/0209992 oder US 2009/0286249
oder WO 2012/037531 oder WO 2013/116774). Die amplifizierte Ziel-DNA kann auch durch Anbringen eines
Adapters für einige Sequenzierungsformate adaptiert werden.

[0080] Die amplifizierte DNA kann durch Klenow-vermittelte Zugabe von Nukleotiden (gewöhnlich ein Homo-
polymer) verlängertet werden, wonach Anlagerung an ein Oligonukleotid, das zur zugefügten Verlängerung
komplementär ist, und Ligation folgen. Je nach verwendeter Sequenzierungsplattform werden spezielle Adap-
ter vor der Sequenzierung an die Vorlage gebunden. So wird z. B. ein SMRT Bell Adapter an die Probenvorlage
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zwecks Sequenzierung mit einem Pacific Biosciences' PacBio RS Sequencer gebunden (siehe, z. B., Travers
et al. Nucl. Acids Res. (2010) 38 (15): e159).

[0081] Die amplifizierte Zielnukleinsäure eignet sich für Sequenzanalyse durch eine Reihe von Methoden. Die
Capture von Zielnukleinsäure kann mit mehreren verschiedenen Formaten sogenannter Sequenzierungsme-
thoden der nächsten und dritten Generation verbunden werden. Derartige Verfahren können Millionen von
Untersuchungsobjektvorlagen in parallel sequenzieren. Derartige Verfahren sind besonders nützlich, wenn die
Zielnukleinsäure eine heterogene Mischung von Varianten ist. Unter den vielen Vorteilen liefert das Sequen-
zieren von Varianten in parallel ein Profil medikamentenresistenter Mutationen in der Probe, sogar Medika-
mentenmutationen, die in relativ geringen Anteilen in der Probe enthalten sind.

[0082] Einige Sequenzierungsverfahren der nächsten Generation amplifizieren durch Emulsions-PCR. Eine
Zielnukleinsäure, die durch ein Target-Capture-Oligomer zu Kügelchen immobilisiert wurde, liefert ein geeig-
netes Ausgangsmaterial für Emulsions-PCR. Die Kügelchen werden mit PCR-Reagenzien und Emulsionsöl
gemischt, um individuelle Mikro-Reaktoren zu erstellen, die einzelne Kügelchen enthalten (Margulies et al.,
Nature 437, 376–80 (2005)). Die Emulsion wird dann gelöst und individuelle Kügelchen mit amplifizierter DNA
werden sequenziert. Die Sequenzierung kann Pyrosequenzierung sein, die z. B. unter Verwendung eines Ro-
che 454 GS FLX Sequencers (454 Life Sciences, Branford, CT 06405) durchgeführt wird. Als Alternative kann
die Sequenzierung Ligation/Nachweis sein, die/der z. B. unter Verwendung eines ABI SOLiD Sequencing Sys-
tems (Life Technologies, Carlsbad, CA 92008) durchgeführt wird. Bei einer anderen Ausführung werden Ziel-
nukleinsäuren aus den Kügelchen, die Target-Capture-Oligomere haben, eluiert und werden in unterschied-
lichen Positionen auf einem Array immobilisiert (z. B., the HiScanSQ (Illumina, San Diego, CA 92121)). Die
Zielnukleinsäuren werden durch Brückenamplifikation amplifiziert und durch Vorlage-geleitete Inkorporation
markierter Nukleotide in einem Arrayformat sequenziert (Illumina). Bei einem anderen Vorgehen werden Ziel-
nukleinsäuren vom Target-Capture-Oligomer eluiert und einzelne Moleküle werden analysiert, indem in Echt-
zeit die Inkorporationsnukleotide durch eine Polymerase (Einzel-Molekül-Echtzeit-Sequenzierung oder SMRT-
Sequenzierung) nachgewiesen werden. Die Nukleotide können markierte Nukleotide sein, die ein Signal frei-
geben, wenn sie inkorporiert werden (z. B., Pacific Biosciences, Eid et al., Sciences 323 pp. 133–138 (2009),
oder nicht markierte Nukleotide, wobei das System eine chemische Veränderung bei der Inkorporation misst
(z. B., Ion Torrent Personal Genome Machine (Life Technologies)).

[0083] Obwohl erfasste Zielnukleinsäuren durch jegliche Methode sequenziert werden können, liefern Metho-
den der dritten Generation, der nächsten Generation oder massiv parallele Verfahren erhebliche Vorteile über
Sanger-und-Maxam-Gilbert-Sequenzierung. Mehrere Gruppen haben ein DNA-Sequenzierungsverfahren mit
einem ultrahohen Durchsatz beschrieben (siehe. z. B., Cheeseman, amerik. Pat Nr. 5,302,509, Metzker et
al., Nucleic Acids Res. 22: 4259 (1994)). Das Pyrosequenzierungsvorgehen, bei dem vier natürliche Nukleo-
tide (bestehend aus einer Base aus Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) oder Thymin (T)) und mehrere an-
dere Enzyme zur Sequenzierung von DNA durch Synthese zum Einsatz kommen, wird heute weitgehend für
Mutationsfeststellung verwendet (Ronaghi, Science 281, 363 (1998); Binladin et al., PLoS ONE, Ausgabe 2,
e197 (Februar 2007); Rehman et al., American Journal of Human Genetics, 86, 378 (March 2010); Lind et al.,
Next Generation Sequencing: The solution for highresolution, unambiguous human leukocyte antigen typing,
Hum. Immunol. (2010), doi 10.1016/jhumimm.2010.06.016 (in Druck); Shafer et al., J Infect Dis. 1; 199(5): 610
(2009)). Bei diesem Vorgehen basiert der Nachweis auf dem Pyrophosphat (PPi), das während der DNA-Po-
lymerase-Reaktion freigesetzt wird, der quantitativen Umsetzung von Pyrophosphat zu Adenosintriphosphat
(ATP) durch Sulfurylase und der nachfolgenden Erzeugung von sichtbarem Licht durch Leuchtkäferluziferase.
Jüngere Arbeiten führen DNA-Sequenzierung durch ein Syntheseverfahren durch, das sich größtenteils auf
einen photospaltbaren, chemischen Anteil konzentriert, der mit einem fluoreszierenden Farbstoff zur Abde-
ckung der 3'-OH-Gruppe von Deoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) verbunden ist (Welch et al. Nucleosides
and Nucleotides 18, 197 (1999) & European Journal, 5: 951–960 (1999); Xu et al., amerik. Pat. Nr. 7,777,013;
Williams et al., amerik. Pat. Nr. 7,645,596; Kao et al, amerik. Pat Nr. 6,399,335; Nelson et al., amerik. Pat
Nr. 7,052,839 & 7,033,762; Kumar et al., amerik. Pat Nr. 7,041,812; Sood et al, amerik. Pat App. Nr. 2004-
0152119; Eid et al., Science 323, 133 (2009)). Bei der Sequenzierung-durch-Synthese-Methodologie werden
DNA-Sequenzen durch Messen von Pyrophosphatfreisetzung beim Testen von DNA-/Polymerase-Komplexen
bei jedem Desoxyribonukleotidtriphosphat (dNTP) separat und nacheinander abgeleitet. Siehe Ronaghi et al.,
Science 281: 363 365 (1998); Hyman, Anal. Biochem. 174, 423 (1988); Harris, amerik. Pat Nr. 7,767,400.

B. Andere Untersuchungsobjekte

[0084] Antikörper, Proteine, Partikel und andere Untersuchungsobjekte können durch Methoden wie z. B.
Immunpräzipitation, Western Blotting, ELISA, Radioimmunassay, kompetitive und immunometrische Assays
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nachgewiesen werden. Siehe Harlow & Lane, Antibodies: A Laboratory Manual (CSHP NY, 1988); amerik. Pa-
tent Nr. 3,791,932; 3,839,153; 3,850,752; 3,879,262; 4,034,074, 3,791,932; 3,817,837; 3,839,153; 3,850,752;
3,850,578; 3,853,987; 3,867,517; 3,879,262; 3,901,654; 3,935,074; 3,984,533; 3,996,345; 4,034,074 und
4,098,876. Sandwich-Assays sind eine bevorzugte Methode (siehe US 4,376,1 10, 4,486,530, 5,914,241 und
5,965,375).

[0085] Kompetitive Assays können ebenfalls verwendet werden. Bei einigen Methoden konkurriert das Zielan-
tigen in einer Probe mit exogen zugeführtem, markiertem Zielantigen zur Bindung an ein Antikörpernachweis-
reagenz. Die Menge des an den Antikörper gebundenen markierten Zielantigens ist umgekehrt proportional
zur Menge des Zielantigens in der Probe. Der Antikörper kann immobilisiert werden, um vor dem Nachweis
die die Trennung des gebundenen Komplexes von der Probe zu ermöglichen.

[0086] Vorrichtungen für einen seitlichen Flusstest können ebenfalls zum Nachweis eines Untersuchungs-
objekts verwendet werden. Auf einen Teststreifen, der mit einer Probe behandelt wurde, in der das Untersu-
chungsobjekt gegenwärtig sein kann, wird Flüssigkeit aufgetragen. Markierte, bindende Moleküle passieren
den Streifen und können erfasst werden, wenn sie in eine spezifische Zone übergehen, welche die Probe mit
dem Untersuchungsobjekt enthält.

VI. Sensitivität

[0087] Die vorliegenden Methoden können eine hochsensitive Nachweismöglichkeit für ein Untersuchungs-
objekt aus Erythrozyten liefern. Bei pathogenabgeleiteten RNA-Objekten kann die Sensitivität als Mindestan-
zahl der pathogenen RNA-Kopien, die in einem Vollblutvolumen vorhanden sind, ausgedrückt werden. Das
Vollblutvolumen kann direkt mit Lysereagenz kontaktiert werden oder kann zur Erstellung einer Blutfraktion, wie
z. B. pelletierte Erythrozyten, verwendet werden, die dann wiederum mit dem Lysereagenz kontaktiert werden.
Die Verfahren weisen bevorzugt das Vorhandensein pathogener RNA im Vollblut mit einer Sensitivität von 2 ×
103 Kopien RNA entsprechend zu einem Parasiten/1 ml Vollblut oder besser 2 × 103 Kopien/5 ml Vollblut oder
besser 2 × 103 Kopien/10 ml Vollblut oder besser 2 × 103 Kopien/50 ml Vollblut oder besser 2 × 103 Kopien/
100 ml Vollblut oder noch besser nach. Bei einigen Verfahren variiert der Bereich pathogener RNA in lysierten
Proben zwischen 2 × 103 bis 2 × 107 Kopien/1 ml einer Probe.

BEISPIELE

1. Beispiel. Analyse von Reagenzien zur Zelllyse und Stabilisierung von Babesia-RNA

[0088] Dieses Beispiel diente zur Identifizierung eines Lysereagenz, das Erythrozyten in humanem Vollblut
effektiv lysieren, von Babesia abgeleitete rRNA in der lysierten Probe stabilisieren und die Aktivität von RNA-
sen hemmen kann. Um mit Gen-Probes Target-Capture-Technologie unter Verwendung von Magnetbeads
kompatibel zu sein, soll das Lysereagenz für effiziente Target-Capture bevorzugt ein homogenes Lysat liefern.

[0089] Das PAXgeneTM Blood RNA System (BD Biosciences) wurde zuerst für Babesia-Probenvorbereitung
verwendet. Das PAXgene-Reagenz in jedem Röhrchen besteht aus der aktiven Verbindung Tetradecyltrime-
thylammoniumoxalat (TDTMAO), einem quarternären Ammoniumsalz, von dem bekannt ist, dass es Zellmem-
branen lysiert und als Stabilisierungsmittel fungiert.

[0090] Die zur Vorbereitung verwendete Probe war humanes Vollblut, das mit Babesiainfiziertem Hamsterblut
bei einer Verdünnung von zwischen 1 × 10–1 bis 1 × 10–6 dotiert wurde. Die Blutprobe (1 ml) wurde bei Raum-
temperatur zu 3 ml Lysereagenz aus einem PAXgene-Röhrchen hinzugegeben und 5 Minuten geschüttelt, um
Zelllyse einzuleiten. 500 μl der lysierten Probe wurden dann zu 500 μl eines Target-Capture-Reagenz (TCR)
hinzugegeben. Gen-Probe, Procleix und Aptima TCR wurde beurteilt. Nach Hinzufügen der lysierten Probe
zum TCR bildete sich ein weißer Niederschlag. Das PAXgene-System war daher zur Vollblutlyse und zum
Nachweis von Babesia unter Verwendung von Gen-Probes Target-Capture-Reagenz nicht geeignet.

[0091] Bei einem weiteren Experiment wurde ein Lysereagenz aus 250 mM Ammoniumchlorid (ACL), das
mit 14 mM Natriumbicarbonat gepuffert war, ausgewertet. Humanes Vollblut wurde mit Babesia-infiziertem
Hamsterblut bei einer Verdünnung von zwischen 1 × 10–5 bis 1 × 10–8 dotiert. Ein ml von dotiertem Vollblut wurde
mit 3 ml gepufferter ACL-Lösung 5 Minuten lang bei 25°C vermischt, um Erythrozytenzelllyse einzuleiten. Nach
Hinzufügen von 500 μl der lysierten Probe zu 500 μl TCR wurde kein Niederschlag festgestellt. Die Target-
Capture erfolgte mehr oder weniger entsprechend der Beschreibung in U. S. Patent Nr. 6,110,678. Babesia
18S rRNA wurde in jeder Probe durch Transkription-vermittelte Amplifikation nachgewiesen (amerik. Pat. Nr.
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5,399,491, 5,554,516, 5,824,518 und 7,833,716). Die folgenden Primer wurde zur Amplifikation von Babesia
18S rRNA in den Proben verwendet:

Tabelle 1.

[0092] Wie auf Abb. 1 ersichtlich, wurde Babesia 18S rRNA in dotierten humanen Vollblutproben bei einer
so niedrigen Verdünnung wie 1 × 10–8 nachgewiesen. Hinsichtlich des Alters des Bluts (3 bis 5 Tage alt) wur-
de jedoch eine erhebliche Variabilität beim Ergebnis festgestellt. Die Ergebnisse deuten an, dass eine stabili-
sierende Komponenten mit einbezogen werden sollte, wenn eine gepufferte ACL-Lösung für Vollblutlyse und
Nachweis von Babesia verwendet werden soll.

[0093] Weitere Lysereagenzien wurde auf ihre Kompatibilität mit Gen-Probes Target-Capture-Technologie
untersucht. Zu den beurteilten Lysereagenzien gehörten: IC-Puffer mit 10% Lithiumlaurylsulfat (LLS); Ro-
che RBC-Lysepuffer; gepuffertes ACL, das mit 4% Tetradecyltrimethylammoniumbromid (TDTMAB), 250 mM
Weinsäure und 5% Tween 20 (HB + PTM1.1) formuliert wurde; Roche Stabilizing Reagent mit 5% Tween-20,
Guanidiniumthiocyanat, Triton X-100 und einer reduzierenden Chemikalie; 0,2% Saponin; 0,2% Saponin, das
mit 4% TDTMAB, 250 mM Weinsäure und 10% Tween-20 formuliert wurde; 4% TDTMAB, 250 mM Weinsäure
und 10% Tween-20; und PAXgene-Lyselösung. Wie auf Abb. 2 ersichtlich, induzierten bei diesem Experiment
nur Roche RBC-Lysepuffer und IC-Puffer Zelllyse ohne Bildung eines Niederschlags oder Verlust von Magnet-
beads, wenn sie dem TCR hinzugefügt wurden.

[0094] Weitere Analyse verschiedener Lysereagenzien wurde, wie auf Abb. 3 dargestellt, hinsichtlich der
Kompatibilität mit Procleix- und Aptima-TCR-Lösungen durchgeführt (Grifols SA, Kat. Nr. 302573 und Hologic,
Inc., Kat. Nr. 302178). Eine Reihe von Reagenzien zeigten keine oder verminderte Aktivität in einem oder
beiden TCRs (Saponin mit und ohne 5% Tween-20; PAXgene-Lyselösung; PTM1.0, 1.1, und 1.2). Einige er-
zeugten einen Niederschlag (PPT), wenn sie einem TCR hinzugefügt wurden. Andere waren angemessene
Kandidaten in einem oder beiden TCR, während TPM2.4 (250 mM ACL, 14 mM Natriumbicarbonat und 5%
LLS) ein guter Kandidat im Procleix-TCR und IC-Puffer ein guter Kandidat in beiden TCR war.

[0095] Eine Untersuchung, bei der PTM2.4 Lösung und IC-Puffer (10% LLS) verwendet wurden, wurde durch-
geführt, um die Wirksamkeit dieser Lysereagenzien zum Nachweis von Babesia zu vergleichen. Humanes
Vollblut wurde mit Babesia-infiziertem Hamsterblut bei Verdünnungen von 1 × 10–3 bis 1 × 106 dotiert. Blutpro-
ben wurden mit einem Lysereagenz aus gepuffertem ACL und 5% LLS oder einem Lysereagenz aus IC-Puffer
in einem Verhältnis von 1:3 (Blut:Reagenz) lysiert. Babesia 18S rRNA wurde unter Verwendung von Procleix
TCR und Amplifikation durch TMA, wie oben beschrieben, in jeder Probe nachgewiesen. Wie auf Abb. 4 er-
sichtlich, ist der Nachweis von Babesia 18S rRNA vergleichbar, wenn Blut unter Verwendung von PTM2.4 oder
IC-Puffer lysiert wird. Bei diesen Experimenten wurde jedoch beobachtet, dass IC-Puffer, ohne anfängliche
Zentrifugierung zur Pelletierung von Erythrozyten aus Vollblut, nach dem Lyseschritt Zellfragmente erzeugte,
die möglicherweise die Target-Capture und das Waschen der Magnetbeads beeinträchtigen könnten. Daher
wurde für die weitere Auswertung PTM2.4 („gepuffertes ACL und 5% LLS”) gewählt.

2. Beispiel. Auswertung von LLS in ACL-Lyselösung

[0096] In diesem Beispiel wurde die Notwendigkeit von LLS in der gepufferten ACL-Lösung untersucht. LLS
wurde in der gepufferten ACL-Lösung in Konzentrationen von 0% (Kontrolle), 1%, 2%, 3% und 5% mit einbe-
zogen. Humanes Vollblut wurde mit Babesia-infiziertem Hamsterblut bei Verdünnungen von 1 × 10–7 to 1 ×
10–9 dotiert. Dotierte Vollblutproben wurden mit jeder der gepufferten ACL/LLS-Lösungen lysiert. Babesia 18S
rRNA wurde unter Verwendung von Procleix TCR und Amplifikation durch TMA, wie oben beschrieben, in jeder
Probe nachgewiesen. Wie auf Abb. 5 ersichtlich, führt eine Reduktion in der Konzentration von LLS zu größe-
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rer Variabilität im Nachweis von Babesia 18S rRNA. Dies geht wahrscheinlich auf eine ungenügende Menge
an vorhandenem LLS zur Stabilisierung des Babesia 18S rRNA-Ziels vor der Amplifikation durch TMA zurück.

3. Beispiel. Sensitivität beim Nachweis von Babesia

[0097] Die Sensitivität beim Nachweis von Babesia in humanem Vollblut unter Verwendung von gepuffertem
ACL und 5% LLS wurde untersucht. Humanes Vollblut wurde mit Babesiainfiziertem Hamsterblut bei Verdün-
nungen von 1 × 10–4 to 1 × 10–11 dotiert. Blutproben wurden mit einem Lysereagenz aus gepuffertem ACL und
5% LLS lysiert. Babesia 18S rRNA wurde unter Verwendung von Procleix TCR und Amplifikation durch TMA,
wie oben beschrieben, in jeder Probe nachgewiesen. Wie auf Abb. 6A ersichtlich, konnte Babesia 18S rRNA
in humanem Vollblut bei Verdünnungen von so niedrig wie 1 × 10–8 bis 1 × 10–9 nachgewiesen werden, wenn
dieses Lysereagenz und Assay-Protokoll verwendet wurden.

[0098] Die Zahl der In-Vitro-Transkripte (IVTs), die durch dieses Verfahren nachweisbar ist, wurde ebenfalls
bestimmt. Die bei diesem Experiment verwendeten In-Vitro-Transkripte hatte die folgende Sequenz:

[0099] Die analytische Sensitivität des Assays wurde durch Verwendung von In-Vitro-Transkripten (IVT) des
Babesia 18s rRNA-Ziels bestimmt. 10, 100, 1000 oder 10,000 IVT-Kopien von Babesia 18S rRNA wurden in
den IC-Puffer dotiert. IVT wurde unter Verwendung von Procleix-TCR und einem Verfahren zur Erfassung der
IVT, gefolgt von TMA-Amplifikation der erfassten IVT, wie oben beschrieben, nachgewiesen. Wie auf Abb. 6B
ersichtlich, konnten so wenig wie 10 IVT-Kopien pro ml nachgewiesen werden.

[0100] Die Zahl der Babesia-Parasiten, die durch den Assay nachweisbar war, wurde auf der Basis dieser
Ergebnisse errechnet. Wie durch einen parasitämischen Abstrich von mit Babesia infizierten Hamsterblut ge-
zeigt wird, waren ca. 5,04 × 106 von 7,20 × 106 Erythrozyten pro uL infiziert (~70% der Erythrozyten). Somit
waren bei einer Verdünnung von 1 × 10–6 bis 1 × 10–7, bei der Babesia 18S rRNA durch einen Assay unter
Verwendung von gepuffertem ACL und 5% LLS nachweisbar ist, ca. 1–10 Parasiten in einem Volumen von
1 ml einer dotiertem humanen Vollblutprobe nachweisbar. Wie auf Abb. 6A ersichtlich, kann das Verfahren
Babesia 18S rRNA bei Verdünnungen von so niedrig wie 1 × 10–9 nachweisen, was zeigt, dass die Sensitivität
des Verfahrens so niedrig 1–10 Parasiten pro per 100 ml Probe oder niedrige sein kann, was 2 × 103 bis 2 ×
104 18s rRNA-Kopien pro 100 ml humanem Vollbluts entspricht.
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4. Beispiel. Bestimmung des optimalen Verhältnisses von Blut zu Lysereagenz

[0101] Der Zweck dieses Beispiels bestand in der Bestimmung des optimalen Verhältnisses von Vollblut zu
Lysereagenz zur Verwendung im Verfahren. Humanes Vollblut wurde mit Babesia-infiziertem Hamsterblut bei
Verdünnungen von 1 × 10–4 to 1 × 10–11 dotiert. Die Proben wurden dann mit einem Lysereagenz aus gepuf-
fertem ACL und 5% LLS in einem Verhältnis von 1:2 oder 1:3 (Blut:Reagenz) lysiert. Babesia 18S rRNA wur-
de unter Verwendung von Procleix TCR und Amplifikation durch TMA, wie oben beschrieben, in jeder Probe
nachgewiesen. Wie auf Abb. 7 dargestellt, war ein Verhältnis von 1:3 (Blut:Reagenz) für den Nachweis nied-
riger Konzentrationen von Babesia in humanem Vollblut überlegen, wobei die Sensitivität so niedrig wie 1 ×
10–9 war. Im Gegensatz hierzu wurde die Nachweissensitivität bei Verwendung eines Verhältnisses von 1:2
(Blut:Reagenz) reduziert.

5. Beispiel. Reproduzierbarkeit des Babesia-Nachweises zwischen Proben

[0102] Die Reproduzierbarkeit des Babesia-Nachweisassays wurde für mehrfache Spenderblutproben be-
stimmt. Bei diesem Experiment wurde humanes Vollblut von sechs verschiedenen Spenderpatienten genom-
men. Jede Probe wurde mit Babesia-infiziertem Hamsterblut bei Verdünnungen von 1 × 10–6 bis 1 × 10–12 do-
tiert. Die Proben wurden dann mit einem Lysereagenz aus gepuffertem ACL und 5% LLS lysiert. Babesia 18S
rRNA wurde unter Verwendung von Procleix TCR und Amplifikation durch TMA, wie oben beschrieben, in jeder
Probe nachgewiesen. Wie auf Abb. 8 ersichtlich, lieferte die Verwendung des Lysereagenz bei diesem Proto-
koll hervorragende Reproduzierbarkeit zwischen verschiedenen Spenderproben zum Nachweis von Babesia
18S rRNA bei so niedrigen Verdünnungen wie 1 × 10–6 und 1 × 10–8.

6. Beispiel. Stabilität von Babesia-Parasiten und Nukleinsäuren

[0103] Es wurden Experimente zur Bestimmung der Stabilität von Babesia-Parasiten in humanem Vollblut über
einen Zeitraum durchgeführt. Zur Bestimmung der Parasitenstabilität wurde humanes Vollblut mit Babesia-
infiziertem Hamsterblut bei Verdünnungen von 1 × 10–2 bis 1 × 10–9 dotiert. Vor der Analyse wurde eine Gruppe
an Proben nach der Dotierung 5 Tage lang bei 25°C gelagert. Eine weitere Gruppe wurde am selben Tag, an
dem das humane Vollblut dotiert wurde, analysiert. Dotierte Vollblutproben wurden unter Verwendung eines
Lysereagenz aus gepuffertem ACL und 5% LLS lysiert. Babesia 18S rRNA wurde unter Verwendung von
Procleix TCR und Amplifikation durch TMA, wie oben beschrieben, in jeder Probe nachgewiesen. Wie auf
Abb. 9 ersichtlich, wurde nach 5-tägiger Lagerung bei 25°C, besonders bei Verdünnungen von 1 × 10–7 und
1 × 10–8, ein bedeutender Sensitivitätsverlust beobachtet.

[0104] Es wurde ein weitere Untersuchung durchgeführt, um die Stabilität von Babesia 18S rRNA in Proben
nach RBC-Lyse zu bestimmen. Humanes Vollblut wurde mit Babesiainfiziertem Hamsterblut bei Verdünnungen
von 1 × 10–6 to 1 × 10–9 dotiert. Die Proben wurden mit einem Lysereagenz aus gepuffertem ACL und 5% LLS
lysiert. Die lysierten Proben wurden vor der Analyse 0–4 Tage bei 4°C gelagert. Babesia 18S rRNA wurde
unter Verwendung von Procleix TCR und Amplifikation durch TMA, wie oben beschrieben, in jeder Probe
nachgewiesen. Wie auf Abb. 10 ersichtlich, wurde nach Lagerung bei 4°C, besonders nach drei und vier Tagen,
ein Sensitivitätsverlust beobachtet. Dieser Sensitivitätsverlust war bei Proben mit einer Verdünnung von 1 ×
10–9 problemlos erkennbar.

[0105] Obwohl die Erfindung im Interesse der besseren Verständlichkeit detailliert beschrieben wurde, können
im Rahmen der anhängenden Ansprüche bestimmte Modifikationen angewandt werden. Bei allen Veröffent-
lichungen werden Zugangsnummern, Websites und ähnlich angegeben und in diesem Antrag zitierte Patent-
dokumente werden hiermit durch Bezugnahme in ihrer Gänze für alle Zwecke im selben Umfang, als ob sie
individuell angegeben wurden, inkorporiert. Insofern verschiedene Versionen einer Sequenz, Website oder
anderer Bezugnahme zu unterschiedlichen Zeiten vorliegen können, ist hier die Version, die mit der Bezug-
nahme zum Anmeldtag assoziiert ist, gemeint. Der Anmeldetag ist das früheste Prioritätsdatum, an dem die
fragliche Zugangsnummer bekannt gegeben wird. Wenn nicht aus dem Kontext anderweitig ersichtlich, kann
jedes Element, jede Ausführung, jeder Schritt, jede Funktion oder jeder Aspekt der Erfindung in Kombination
miteinander durchgeführt werden.
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SEQUENZPROTOKOLL
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Es folgt ein Sequenzprotokoll nach WIPO St. 25.Dieses kann von der
amtlichen Veröffentlichungsplattform des DPMA heruntergeladen werden.
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Patentansprüche

1.  Ein Reagenz, das Ammoniumchlorid, Lithiumlaurylsulfat (LLS) und ein Antikoagulans umfasst.

2.  Das Reagenz entsprechend Anspruch 1, dazu dem einen Puffer umfasst.

3.  Das Reagenz entsprechend Anspruch 2, bei der Puffer Natriumbicarbonat ist.

4.  Das Reagenz entsprechend Anspruch 2 oder Anspruch 3, wobei der pH des Puffers 7–8 beträgt.

5.   Das Reagenz entsprechend einem der vorhergehenden Ansprüche, wobei das Antikoagulans EDTA,
Heparin oder Citrat ist.

6.  Das Reagenz entsprechend einem der Ansprüche 1–5, wobei die Konzentration des Ammoniumchlorids
100–500 mM beträgt.

7.  Das Reagenz entsprechend einem der Ansprüche 1–6, wobei die Konzentration des Ammoniumchlorids
200–300 mM beträgt.

8.  Das Reagenz entsprechend einem der Ansprüche 1–7, wobei die Konzentration des Ammoniumchlorids
250 mM beträgt.

9.  Das Reagenz entsprechend einem der Ansprüche 1–8, wobei die Konzentration des LLS 4–15% (v/v)
beträgt.

10.  Das Reagenz entsprechend einem der Ansprüche 1–9, wobei die Konzentration des LLS 5–8% (v/v)
beträgt.

11.   Das Reagenz entsprechend einem der Ansprüche 1–10, wobei die Konzentration des LLS 5% (v/v)
beträgt.

12.  Das Reagenz entsprechend einem der Ansprüche 3–11, wobei die Konzentration des Natriumbicarbo-
nats 5–30 mM.

13.  Das Reagenz entsprechend einem der Ansprüche 3–12, wobei die Konzentration des Natriumbicarbo-
nats 10–20 mM beträgt.

14.  Das Reagenz entsprechend einem der Ansprüche 3–13, wobei die Konzentration des Natriumbicarbo-
nats 14 mM beträgt

15.  Das Reagenz entsprechend einem der Ansprüche 3–14, wobei der pH des Puffers 7,2–7,6 beträgt.

16.  Das Reagenz entsprechend einem der Ansprüche 3–15, wobei die Konzentration des Ammoniumchlorid
250 mM beträgt, die Konzentration des LLS 5% (v/v) beträgt, die Konzentration des Natriumbicarbonats 14
mM beträgt und der pH 7,2–7,6 beträgt.

17.  Das Reagenz entsprechend einem der Ansprüche 1–16, wobei dem Reagenz Erythrozyten oder von
Erythrozyten abgeleitete Produkte zugemischt werden.

18.  Das Reagenz entsprechend einem der Ansprüche 1–16, wobei dem Reagenz Vollblut zugemischt wird.

19.  Das Reagenz entsprechend Anspruch 18, wobei dem Reagenz Vollblut in einem Verhältnis von 3:1 (v/
v) zugemischt wird.

20.  Das Reagenz entsprechend Anspruch 18 oder Anspruch 19, wobei das Vollblut humanes Vollblut, nicht-
humanes Vollblut oder eine Mischung dieser ist.

21.  Ein Verfahren zur Analyse eines Untersuchungsobjekts aus Erythrozyten bestehend aus:
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(a) Kontaktieren von Erythrozyten mit einem Reagenz bestehend aus Ammoniumchlorid und einem anioni-
schen Detergenz, wobei das Reagenz in der Lage ist, die Erythrozyten zu lysieren und die Zersetzung von aus
Erythrozyten freigesetzten Untersuchungsobjekten zu hemmen, und
(b) Analyse der aus den Erythrozyten freigesetzten Untersuchungsobjekte.

22.  Das Verfahren entsprechend Anspruch 21, wobei das Untersuchungsobjekt ein pathogen-abgeleitetes
Untersuchungsobjekt ist.

23.  Das Verfahren entsprechen Anspruch 21 oder Anspruch 22, wobei das Untersuchungsobjekt RNA ist.

24.   Das Verfahren entsprechend einem der Ansprüche 21–23, wobei mindestens 50% der Erythrozyten
innerhalb von fünf Minuten oder weniger lysiert werden.

25.  Das Verfahren entsprechend einem der Ansprüche 21–24, wobei der Prozentsatz der lysierten Erythro-
zyten höher als der Prozentsatz der lysierten Leukozyten ist.

26.  Das Verfahren entsprechend einem der Ansprüche 21–25, wobei das Reagenz der Definition in einem
der Ansprüche 1–20 entspricht.

27.  Das Verfahren entsprechend einem der Ansprüche 21–26, wobei die Analyse des Untersuchungsob-
jekts darin besteht, dass das freigesetzte Untersuchungsobjekt mit einer Fänger-Sonde und einer immobilisier-
ten Sonde kontaktiert wird, wobei die Fänger-Sonde eine erstes Segment komplementär zum Untersuchungs-
objekt und ein zweites Segment komplementär zur immobilisierten Sonde aufweist, wobei sich das Untersu-
chungsobjekt an die Fänger-Sonde bindet und wobei sie die Fänger-Sonde an die immobilisierte Sonde bindet.

28.  Das Verfahren entsprechen Anspruch 27, zu dem weiterhin die Durchführung einer Transkription-ver-
mittelten Amplifikation des Untersuchungsobjekts und Nachweis des ergebenden Amplifikationsprodukts mit
einer Detektionssonde gehören.

29.   Das Verfahren entsprechend einem der Ansprüche 21–28, das ohne Schritt der Zentrifugierung zur
Trennung des Reagenz vom aus den Erythrozyten freigesetzten Untersuchungsobjekt durchgeführt wird.

30.  Das Verfahren entsprechend einem der Ansprüche 21–29, wobei das Untersuchungsobjekt 18S rRNA
von einem pathogenen Organismus des Genus Babesia ist.

31.  Das Verfahren entsprechen Anspruch 30, wobei der pathogene Organismus der Spezies Babesia microti
angehört

32.  Das Verfahren entsprechen Anspruch 31, wobei die Nachweisgrenze mindestens 2 × 103 Kopien von
Babesia microti 18S rRNA pro 1 ml Vollblut beträgt.

Es folgen 12 Seiten Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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