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(57) Die vorliegende Erfindung betrifft ein
Verfahren zur Isolierung von mindestens
einer Zelle, insbesondere von einer
eukaryotischen und prokaryotischen
Zelle, oder eines Virus aus einer Probe
umfassend die Schritte:

- Bereitstellen einer Probe,

- Inkontaktbringen der Probe mit ferro-
magnetischen Partikel, und

- Abtrennen der Partikel aus der Pro-
ben-Partikel-Suspension.
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Zusammenfassung:

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung
von mindestens einer Zelle, insbesondere von einer eukaryo-
tischen und prokaryotischen Zelle, oder eines Virus aus einer
Probe umfassend die Schritte:

- Bereitstellen einer Probe,

— Inkontaktbringen der Probe mit ferromagnetischen Partikel,
und

— Abtrennen der Partikel aus der Proben-Partikel-Suspension.
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Iso-
lierung von Zellen und Viren.

Die Isolierung von Zellen und Viren unterschiedlichster Art
(z.B. Erythrozyten, Mikroorganismen) erfolgt in der Praxis in
einer Vielzahl von verschiedenen Methoden, wobei der GroBteil
dieser Methoden auf eine Trennung aufgrund der physikalischen
oder biologischen Eigenschaften der zu isolierenden Zellen,
Zellfragmenten (z.B. Mikroorganismen, Mikroorganismenfragmenten)
oder Viren abzielt (z.B. Zentrifugation, Anreicherung von Mikro-
organismen und Viren in Anreicherungsmedien bzw. Zellkulturen).
Die Entwicklung von magnetischen, insbesondere von superpa-
ramagnetischen Partikeln, die zur Isolierung von Zellen und Vi-
ren jeglicher Art aus biologischen Proben herangezogen werden
kénnen, fihrte zu einer Vereinfachung der Isolierungsmethoden,
da die magnetischen Eigenschaften dazu verwendet werden kénnen,
an diesen Partikeln gebundene Zellen aus einer Flissigkeit bzw.
Suspension zu isolieren. Die dabei verwendeten Partikel werden
mit spezifischen Bindungspartnern, die an der Oberfl&dche von
Zellen befindliche Strukturen zu binden vermogen, funktio-
nalisiert, wodurch die magnetischen Partikel eine hohe Spezifi-
zitat gegentiber den zu isolierenden Zellen aufwelsen Derartige
Bindungspartner k&nnen beispielsweise Antikérper oder Lektine
sein, die Oberfl&chenepitope bzw. Kohlenhydratstrukturen binden
kénnen. Durch die Entwicklung von superparamagnetischen
Partikeln, die eine hohe magnetische Suszeptibilitat aufweisen
und rasch die magnetischen Eigenschaften verlieren, sobald ein
angelegtes Magnetfeld entfernt wird, konnte schlieBlich der
Sprung zur wirtschaftlichen Nutzung derartiger Methoden er-
folgen, da derartige Partikel bei Anlegen eines Feldes selbst
magnetische Eigenschaften erlangen, wodurch ein stirkere magne-
tische Wirkung zwischen den einzelnen Partikeln und dem Magneten
erfolgen kann.

In der US 4 910 148 wird die Verwendung von magnetisierbaren
Partikeln zur Isolierung von Zellen aus einer biologischen Probe
offenbart. Dabei wird zun&chst ein Probenbehilter mit einer bio-
logischen Fliissigkeit mit suspendierten, magnetisierbaren,
funktionalisierten Partikeln in Kontakt gebracht und fiir eine
definierte Zeit inkubiert. Um nach der Inkubation die an den
‘magnetisierbaren Partikeln gebundenen Zellen zu isolieren, wird
ein Magnetfeld an den Behilter mittels einer magnetischen Vor-
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richtung aufgebaut und der Uberstand der biologischen Fliissig-
keit entfernt. AnschlieBend koénnen die an der Wand des Behdlt-
nisses befindlichen magnetisierbaren Partikel weiterverarbeitet
werden. Die in dieser Patentschrift offenbarten Partikel um-
fassen ein magnetisierbares Material und weisen daher selbst
keine magnetischen Eigenschaften auf.

In der US 6 020 210 wird die Isolierung von biologischen
Zellorganellen und anderen biologischen Materialien aus einer
biologischen Probe beschrieben. Dabei wird eine Probe, enthal-
tend superparamagnetische Partikel, an denen sich das zu iso-
lierende Material befindet, tiber eine magnetisierbare Siulenma-
trix gefiihrt, an der nach dem Aufbau eines Magnetfeldes die su-
perparamagnetischen Partikel immobilisiert werden. Nachdem die
restliche nicht an den Partikeln gebundene Probenfliissigkeit aus
der S&dule entfernt wurde, koénnen die Partikel von der Siulenma-
trix nach der Entfernung des Magnetfeldes eluiert werden.

Es ist somit Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfah-
ren zur Verflgung zu stellen, mit dessen Hilfe Zellen, bei-
spielsweise eukaryotische Zellen, wie Pilze, insbesondere Hefen,
tierische und pflanzliche Zellen, und prokaryotlscpe Zellen, wie
Bakterien oder sonstige Mlkroorganlsmen, aus komplexen Proben
isoliert und gegebenenfalls bestimmt bzw. charakterisiert werden
kénnen.

Daher betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur
Isolierung von mindestens einer Zelle, insbesondere von einer
eukaryotischen und prokaryotischen Zelle, oder eines Virus aus
einer Probe umfassend die Schritte:

- Bereitstellen einer Probe,

-~ Inkontaktbringen der Probe mit ferromagnetischen
Partikeln, und

- Abtrennen der Partikel aus der Proben-Partikel-Suspension.

Vorzugsweise wird (werden) die auf den ferromagnetischen
Partikeln gebundene (n) Zelle(n) oder Virus(-en) durch

~ Inkontaktbringen der Partikel mit Zell- oder Virus-spezi-
fischen Primern,

~ Unterwerfen der Partikel einer Nukleins&ureamplifikations-
technik und

- qualltatlven und/oder quantitativen Detektieren mindestens
eines Nuklelnsaureampl1f1katlonsprodukts die Anwesenheit von
Zellen oder Viren in der Probe bestimmt.
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Unter dem Begriff ,Zelle“ gemdB der vorliegenden Erfindung
werden u.a. Mikroorganismen, eukaryotische und prokaryotische
Zellen, insbesondere pflanzliche und tierische Zellen, Bakteri-
en, Pilze und dergleichen verstanden, wobei auch Zellfragmente,
wie beispielsweise Zellwinde, Zellwandbestandteile (Peptidogly-
kan, S-~Schichten, Lipopolysaccharid usw.), Zellmembrane, Zell-
membranbestandteile (Transmembranproteine usw.)mit umfasst sein
sollen. Vorzugsweise werden mit dem erfindungsgemdBen Verfahren
vollstdndige Zellen isoliert. Vorzugsweise werden mit dem er-
findungsgemdBen Verfahren pathogene, insbesondere human- und
tierpathogene, Mikroorganismen, isoliert.

»Viren“ umfassen alle bekannten Viren, fiir die es moéglich
ist, Bindungspartner (z.B. Antikdrper) zur Verfiigung zu stellen,
wobei die Viren vorzugsweise an deren Oberflidche zugadngliche
Epitope oder sonstige Bindungspartner aufweisen. Das erfindungs-
gemdBe Verfahren weist aber vor allem im Hinblick auf Zellen,
insbesondere eukaryotische und prokaryotische Zellen, die her-
ausragenden Vorteile gegeniiber dem Stand der Technik auf.

Vorzugsweise werden mit dem erfindungsgemifen Verfahren eu-
karyotische Zellen isoliert, die in biologisphqn Fliissigkeiten
(z.B. Blut) bzw. Geweben vorkommen. Derartige Zélien sind bei-
spielsweise T-Zellen, B-Zellen, Krebszellen und dgl., wobei in
einem derartigen Fall die biologische Probe von einem Sduger
(Mensch oder Tier) bereitgestellt wird.

Die "ferromagnetische" Eigenschaft eines Partikels ist da-
durch charakterisiert, dass die elementaren magnetischen Momente
der Partikel eine parallele Ordnung aufweisen. Ferromagnetische
Ordnung bei Raumtemperatur zeigen die Metalle Eisen, Nickel und
Kobalt sowie diverse Legierungen davon. Hierbei ist es un-
erheblich, ob die Metalle kristallin oder amorph vorliegen. Die
magnetische Ordnung wird bei hohen Temperaturen aufgebrochen,
die Ferromagneten werden dann paramagnetisch. Die Temperatur, ab
der die ferromagnetische Ordnung verschwindet, wird als Curie-
Temperatur Tc bezeichnet. Bei tiefen Temperaturen beobachtet man
ferromagnetische Ordnung auch bei Stoffen, die bei Raumtempera-
tur paramagnetisch oder superparamagnetisch sind, wie z.B. bei
den Lanthanoiden Gadolinium und Dysprosium. Ferromagnetische
Eigenschaften einer Substanz bzw. eines Partikels, die von
Partikelgréfe, Material und Temperatur abhdngen, koénnen bei-
spielsweise durch die Aufnahme von Hysteresekurven bestimmt
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werden (siehe beispielsweise Abstract-Book "Scientific and
Clinical Applications of Magnetic Carriers", May 20-22,2004
Lyon, France). Dadurch wird es erméglicht im gewiinschten Tempe-
raturbereich (z.B. zwischen 4 und 90°C) die Partikelgrofe und
das Material der zu verwendenden Partikel in einfacher Weise zu
bestimmen, so dass diese auch tatsichlich ferromagnetische
Eigenschaften aufweisen. Erfindungswesentlich ist dabei immer,
dass bel der Durchfiihrung des Verfahrens die Partikel fer-
romagnetisch sind, dass also z.B. Temperatur, GréBe der Teilchen
und Natur der Teilchen (beispielsweise die exakte Zu-
sammensetzung der Partikel) immer so eingestellt werden, dass
die Partikel im Rahmen der Bindung an den Magneten ferromagne-
tische Eigenschaften aufweisen. Diese Einstellung ist fiir den
Fachmann ohne Weiteres auf Basis seines Fachwissens und der hier
beschriebenen Offenbarung fiir den individuellen Verfahrensansatz
méglich.

In Molday RS und MacKenzie D (J Immunol Methods (1982),
52:353-367) wird die Markierung und Isolierung von Zellen mit
ferromagnetischen Eisen-Dextran-Partikeln, deren Kern eine Gré&Be
von 15 nm aufweist, beschrieben. In Molday RS und Molday LL
(FEBS Lett (1984), 170:232-238) werden rote Blutkérperchen mit-—
tels Dextran-SPIO ("superparamagnetic iron oxide")-Partikel mar-
kiert und durch Anlegen eines Hochgradientenfeldes getrennt.
Derartige Dextran-SPIO Partikel wurden nach der Methode von Mol-
day (1982) von Dodd et al. (Biophys J (1999), 76:103-109) ge-
reinigt und als superparamagnetisch beschrieben. Die in Molday
(1982) beschriebenen Partikel mit einer Kerngthle von 15 nm
kénnen bei einer Temperatur >273 K nicht ferromagnetisch sein.

Die Probe, die mit dem erfindungsgemiBen Verfahren bereitge-
stellt wird, kann entweder direkt im Verfahren eingesetzt werden
oder einer entsprechenden Probenvorbereitung unterzogen werden.
Diese Probenvorbereitung h&ngt dabei jeweils von der verwendeten
Probe ab. So kann beispielsweise eine Nahrungsmittelprobe zu-
ndchst homogenisiert oder suspendiert werden oder aber auch eine
Blutprobe kann entsprechend in Fraktionen geteilt werden. Ent-
scheidend bei der Probenvorbereitung ist jedenfalls, dass die
Aufbereitungsschritte keinen Einfluss auf das spdtere Bindungs-
verhalten des zu isolierenden Materials mit gegebenenfalls
funktionalisierten Partikeln haben.

Uberraschenderweise wurde festgestellt, dass sich besonders
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ferromagnetische Partikel zur Isolierung von Zellen oder Viren
besonders gut eignen. Ferromagnetische Partikel wirken selbst
magnetisch und weisen dadurch eine hohe Affinitit gegeniiber
anderen magnetisch wirkenden Materialien auf. Vor allem in Anbe-
tracht der Tatsache, dass beispielsweise in der US 6 020 210
darauf hingewiesen wird, dass sich ferromagnetische Partikel mit
einer dauerhafteh MagnetiSierung nicht zur Isolierung von Zellen
aus biologischen Proben eignen, da Suspensionen mit ferromagne-
tischen Partikeln zur Aggregation tendieren, zeigt die iliber-
raschende Wirkung ferromagnetischer Partikel bei Zelliso-
lierungen auf. Die ferromagnetischen Partikel kénnen erfindungs-
gemdB zur Ganze oder, in einer bevorzugten Ausfihrungsform, nur
teilweise aus mindestens einem ferromagnetischen Material be-
stehen, vorausgesetzt, dass die ferromagnetischen Eigenschaften
des gesamten Partikels erhalten bleiben. Deshalb k&nnen die
Zell-Partikel-Komplexe mit einem Magneten aus Suspensionen in
kiirzester Zeit isoliert werden, wohingegen mit superparamagne-
tischen Partikeln eine Isolierung sich langwierig gestaltet. Bei
viskosen Proben (z.B. Kdseschmelzen) beispielsweise kann eine
Zell-Isolierung mit superparamagnetischen Partikelp in kurzer
Zeit nicht erfolgen, wobei viele dieser Parﬁikei in der Proben-
matrix selbst haften bleiben wiirden.

Nach dem Inkontaktbringen der Probe mit den fefromagne—
tischen Partikeln wird die daraus resultierende Suspension fur
mindestens 1 Minute, mindestens 5 Minuten, mindestens 10 Minu-
ten, inkubiert, wobei die hevorzugte Inkubationstemperatur ma-
ximal 80°C, vorzugsweise maximal 60°C, noch mehr bevorzugt ma-
ximal 40°C, insbesondere maximal 30°C, betrédgt. Hohere Inkuba-
tionstemperaturen kénnen beispielsweise fiir bei Raumtemperatur
zdhfllssige Proben verwendet werden (z.B. Késeproben), wobei
aber berticksichtigt werden muss, dass die héhere Temperatur die
Bindung der Zellen an die Partikel nicht negativ beeinflusst
oder sogar verhindert. Dennoch wird Raumtemperatur (16° bis 26°
C) als Inkubationstemperatur bevorzugt. Die Inkubationszeit
hdangt vor allem von der Konzentration der zu isolierenden Zellen
oder Viren in der Probe und von der Bindungsstirke zwischen
diesen und den gegebenenfalls funktionalisierten Partikeln ab.
Daher kann die Inkubationszeit je nach Proben und Partikeleigen-
schaften variieren. Nach Ablauf der Inkubation werden die

Partikel aus der Probenpartikelsuspension abgetrennt und gege-
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benenfalls einer weiteren Bearbeitung unterzogen. Die Abtrennung
der Partikel kann dabei, entweder aufgrund der magnetischen
Eigenschaften dieser Partikel oder durch herkdmmliche Methoden,
sofern dies die Probe erlaubt, z.B. durch Filtration, Dekantati-
on oder Zentrifugation erfolgen. Erfolgt die Abtrennung der
Partikel aus der Proben-Partikel-Suspension nicht aufgrund der
magnetischen Eigenschaften, weist das erfindungsgemidBe Verfahren
dennoch viele Vorteile auf, denn eine weitere Verarbeitung der
Zellen bzw. der Viren, die an den Partikeln gebunden sind, wird
um ein vielfaches erleichtert. So kénnen beispielsweise die
abzentrifugierten Partikel vom Probeniiberstand durch einfaches
Abpipettieren abgetrennt werden und anschlieBend in einer Vor-
richtung wie in der US 5,770,459 oder in der US 5,744,367 be-
schrieben weiter untersucht werden.

Nach der Isolierung der Zellen bzw. der Viren kénnen diese
direkt am Partikel oder nach der Abtrennung von diesem mittels
einer Nukleins&ureamplifikation analysiert werden. Es hat sich
Uberraschenderweise gezeigt, dass die Zell-/Viren-Partikel-
Suspensionen direkt einer Nukleinsdureamplifikation unterworfen
werden kénnen, ohne dass die Anwesenhelt von ferromagnetlschen
Partikeln diese Reaktion in irgendeiner Weise beelntrachtlgt

Gemdl einer bevorzugten Ausfihrungsform ist die Probe eine
Nahrungsmittelprobe, Fidcesprobe, Blutprobe, Serumprobe, Probe
biologischen Ursprungs, Umweltprobe oder industrielles Zwischen-
oder Endprodukt.

Es hat sich Uberraschenderweise gezeigt, dass sich das er-
findungsgemdfe Verfahren fiir jegliche Art von Proben eignet,
wobei ferner festgestellt wurde, dass dieses Verfahren vor allem
bei sehr z&hfliissigen und inhomogenen Proben einsetzbar ist.
Beispielsweise kann das erfindungsgemédfe Verfahren—zum-Isolieren
von Zellen oder Viren aus Ficesproben oder aus Kdseschmelzen
bzw. Kédsesuspensionen, Milch und dergleichen verwendet werden.
Industrielle Prozesse, wie z.B. die Produktion von Lebens-
mitteln, erfordern unter Umstinden eine regelmédfige Kontrolle
der Zwischen- und Endprodukte auf moégliche Kontaminationen.

Selbstverstidndlich kann das erfindungsgemdfe Verfahren auch
dazu verwendet werden Zellen und Viren aus einer Probe zu iso-
lieren, um beispielsweise die Zellzahl bzw. den Virustiter in
der Probe zu reduzieren. Somit wird erfindungsgeméﬁ unter "iso-
lieren" nicht nur ein analytischer bzw. praparativer Verfahrens-

)




schritt definiert.

Vorzugsweise umfassen die Partikel ein ferromagnetisches Ma-
terial, ausgewdhlt aus der Gruppe, bestehend aus Eisen, ins-
besondere Magnetit und Maghemit, Eisenlegierungen, Nickel, Ni-
ckellegierungen, Kobalt, Kobaltlegierungen und Kombinationen da-
von. Je nach Zusammensetzung des Materials (von z.B. FeqsCo,s Uber
Fe, zu Fe;0, erhtht sich die magnetophoretische Mobilit&t bei
gegebenem Partikeldurchmesser. Um den ferromagnetischen Zustand
bei angesprochenen Temperaturen zu erhalten, miissen entspre-
chende Partikeldurchmesser gewdhlt werden, weil selbst Co- oder
CoFe-Nanokristalle hervorragende magnetische Momente aufweisen,
jedoch wegen ihrer Kleinheit superparamagnetisch sind. Eine um-
fassende Darstellung der Herstellung, Eigenschaften und
Anwendungen findet sich im Abstract-Book "Scientific and Clini-
cal Applications of Magnetic Carriers" (May 20-22,2004 Lyon,
France), insbesondere die Abhingigkeit der ferromagnetischen
Temperatur von der PartikelgrdBe, die Mobilitit, abhdngig von
Grébe und Material, und der hydrodynamische Durchmesser.

Gemal einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform sind die
ferromagnetischen Partikel mit,Silizium,Qger_Siliz;umver—
bindungen, Gold, Glas, Polysacchariden, insbeéoﬁdefe Dextran,
Kunststoff, Proteinen, Nukleinsiuren oder Kombinationen davon
beschichtet. Weitere Materialien fiir die Beschichtung bzw. Be-
schichtungsverfahren kénnen im Abstract-Book "Scientific and
Clinical Applications of Magnetic Carriers" (May 20-22,2004
Lyon, France) gefunden werden.

Eine mdgliche Funktionalisierung der ferromagnetischen
Partikel setzt voraus, dass die Oberfliche dieser Partikel de-
rivatisiert werden kann. Ferromagnetische Materialien k&énnen di-
rekt derivatisiert bzw. funktionalisiert werden oder aber
vorzugsweise mit einer entsprechenden Oberfliche versehen, die
beispielsweise aus Silizium oder Siliziumverbindungen, Kunst-
stoff, Gold, Glas oder Polysacchariden, wie Dexttan, besteht.
Dabei kann das ferromagnetische Material den Kern der Partikel
bilden oder in eine Matrix bestehend aus den oben angefiihrten
Beschichtungsmaterialien eingebettet werden, wobei bei einer
derartigen Ausfihrungsform auch mehrere ferromagnetische ,Kerne“
in ein Partikel eingebracht werden k&nnen. Um schlieBlich
funktionelle Gruppen an die Oberfliche der ferromagnetischen
Partikel effizient zu binden, werden daran Carboxy-, Amin-,
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Tosyl-, Epoxy-, Hydroxy- und Hydrazidgruppen, Streptavidin und
His-tag gebunden, wie diese bereits bei paramagnetischen und su-
perparamagnetischen Partikeln erfolgt.

Vorzugsweise weisen die Partikel einen Durchmesser von 50 nm
bis 20 pym, vorzugsweise von 200 nm bis 5 pm, insbesondere von
400 nm bis 2,5 pm auf. Vorzugsweise wird eine PartikelgrsfRe ge-
wdhlt, welche vom verwendeten magnetischen Material abhdngt, so
dass die magnetophoretische Mobilitat moéglichst hoch ist, aber
das magnetische Moment noch klein genug ist, die gebildeten
Aggregate durch Bewegen der Suspension, z.B. durch Pipettieren,
Drehen am Rotamix oder im Ultraschallbad zumindest teilweise
aufzulosen.

In diesem Zusammenhang wird unter ,Durchmesser"™ die grofte
Entfernung zwischen den Schnittpunkten eines Kérpers mit einer
Geraden, die durch den KOrpermittelpunkt (Koérperzentrum) ver-
lauft.

Vorzugsweise sind die ferromagnetischen Partikel funktio-
nalisiert, insbesondere mit mindestens einem Zell- oder Viren-
spezifischen Bindungspartner.

Die auf den Partikeln vorgesehenen Bindungspartner weisen
eine Spezifizitit gegeniiber den zu isolierenden Zéilen bzw. Vi-
ren auf. Dabei ist jedenfalls darauf zu achten, dass der
Bindungspartner spezifisch jene Teile erkennt, die auch tat-
sdchlich in der Probe zuginglich sind. Hierzu eignen sich bei-
spielsweise an der Zelloberfliche befindliche Liganden bzw. Epi-
tope (z.B. Kohlehydratstrukturen, Antigene).

Vorzugsweise ist der mindestens eine Bindungspartner ein An-
tikdrper oder Antikérperfragment, Protein A, Protein G, ein
Lektin, ein Peptid, eine Nukleinsiure oder eine Kombination da-
von.

Dennoch ist es aber durchaus méglich Zellen, die selbst
magnetische Eigenschaften aufweisen, aus einer Probe direkt mit
ferromagnetischen Beads zu isolieren, ohne dass diese funktio-
nalisiert werden missen. Zu derartigen Zellen zihlen Mikro-
organismen wie z.B. Magnetospirillum magneticum oder Aquaspiril-
lum magnetotacticum.

Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform kann die Abtrennung
mittels einer magnetischen Vorrichtung erfolgen.

Die Abtrennung der Partikel aus der Proben-Partikel-
Suspension kann entweder durch, wie bereits zuvor erwdhnt, Me-
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thoden wie Zentrifugation oder durch das Anbringen eines magne-
tischen Feldes mit Hilfe einer magnetischen Vorrichtung er-
folgen. Dabei wird zu dem gewiinschten Zeitpunkt ein Magnetfeld
an den Behdlter angelegt, wodurch die ferromagnetischen Partikel
an der Wand des Gef&dBes immobilisiert werden. AnschlieBend kann
der Uberstand in einfacher Weise entfernt werden.

Vorzugsweise ist die magnetische Vorrichtung als Magnet,
insbesondere als Elektro- oder Permanentmagnet, ausgebildet.

Die Verwendung eines Elektomagneten zur Abtrennung der
Partikel weist vor allem den Vorteil auf, dass die Stidrke des
Magnetfeldes durch das Anlegen eines Stromflusses beeinflusst
werden kann. Dadurch wird es erméglicht, den Elektromagneten
dauerhaft an eine Vorrichtung (z.B. Beh&ltnis, Schlauch) anzu-
bringen und das Magnetfeld je nach Bedarf zu steuern. Im Gegen-
satz dazu ist das Magnetfeld g&nzlich unabhdngig vom Vorhanden-
sein eines Stromflusses, wodurch aber zur Variation der Magnet-
feld-Stdrke der Magnet selbst entfernt werden muss. Fiir Einzel-
proben kdnnen beispielsweise Elektromagneten, fiir Automaten mit
hohem Probendurchsatz Permanentmagneten, Anwendung finden.

Das. erfindungsgemédBe Verfahren kann auch dazu verwendet
werden, Zellen oder Viren zunidchst aus einer Prdbe zu isolieren,
um diese dann anschlieBend in einem Detektionsschritt zu detek-
tieren und gegebenenfalls deren Konzentration in der Probe zu
bestimmen. Auch hierbei wird zunichst die Probe mit funktio-
nalisierten ferromagnetischen Partikeln in Kontakt gebracht. Da-
durch wird es ermdglicht, dass die so isolierenden Zellen oder
Viren an diese Partikel immobilisiert werden k&nnen. Im An-
schluss an diesen Bindungsschritt werden die Partikel aus der
Probepartikelsuspension abgetrennt, wobei eine Abtrennung durch
Methoden wie Zentrifugation oder Filtration erfolgen kann oder
aber durch das Anlegen eines magnetischen Feldes. Um schlieBlich
die vorhandenen Zellen bzw. Viren qualitativ und quantitativ zu
bestimmen, werden die Partikel, an denen sich die Zellen oder
Viren bzw. Fragmente davon befinden, mit entsprechenden spezi-
fischen Primern versetzt. Nach dem Durchfiihren einer Nukleinsau-
reamplifikation wird gegebenenfalls qualitativ und/oder quanti-
tativ die Anwesenheit von Zellen oder Viren in der Probe durch
die Detektion mindestens eines Amplifikationsprodukts bestimmt.
Ein (oder mehrere) durch die Nukleins&dureamplifikationstechnik
erzeugtes, fir eine Zelle bzw. einen Virus spezifisches, Frag-
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ment kann durch bekannte Verfahren, wie z.B. Southern-Blot, Gel-
Elektrophorese (mit Silber- oder Coomassie-Fdrbung), Photome-
trie, bestimmt werden.

Die in diesem Verfahren zu verwendenden von Zell- oder Vi-
ren-spezifischen Primer kénnen beispielsweise aus bereits be-
kannten Nukleinsduredaten abgeleitet werden.

Vorzugsweise werden zwischen der Abtrennung der Partikel und
dem Inkontaktbringen der Partikel mit Zell- oder Viren-spezi-
fischen Primern die an den Partikeln gebundenen Zellen zumindest
teilweise lysiert werden.

Durch das Lysieren der an den Partikeln gebundenen Zellen
wird die in diesen Zellen vorhandene Nukleinsiuren (u.a. DNA,
RNA, mRNA) den Primern zugdnglich gemacht. Die Lyse der Zellen
erfolgt dabei durch im Stand der Technik bekannte Methoden, ins-
besondere durch einen Hitzeschock (z.B. 95°C) oder durch che-
mische bzw. biochemische Reagenzien, wie z.B. Lysozym. Um mogli-
che Inhibitoren oder Enyzme, insbesondere Proteasen und Restrik-
tionsenzyme, die die Nukleinsdureamplifikation stéren kénnten,
zu entfernen, koénnen die Partikel nach deren Abtrennung mit ent-
sprechenden Lo&sungen (z.B. Guanidinthiocyanat umfassende L&-
sungen) behandelt werden. ' |

Vorzugsweise ist die Nukleins&dureamplifikationstechnik eine
Kettenreaktionstechnik (PCR-Technik), wobei diese ausgewdhlt aus
der Gruppe, bestehend aus Echtzeit PCR, insbesondere TagMan PCR
(mit Sybr Green markierte Primer/Sonden), verschachtelte PCR
(»nested PCR"“), inverser PCR, Multiplex PCR, asymmetrische PCR,
reverse Transkriptase PCR und Kombinationen davon, ist.

Im Prinzip kénnen alle dem Fachmann bekannten Nukleinsiu-
reamplifikationstechniken erfindungsgemi&B verwendet werden.
Sollte jedoch auch eine quantitative Aussage Uber Zellen bzw.
Viren in den Proben getroffen werden, eignen sich besonders gut
Echtzeit-PCR-Techniken (z.B. TagMan-PCR). Bei derartigen
Techniken, kann bereits im Zuge der PCR eine Aussage getroffen
werden, ob und in welcher Konzentration ein spezifisches Frag-
ment, welches durch die Anlagerung einer fluoreszierenden Sonde
detektiert wird, in der Probe vorhanden ist.

Mit dem erfindungsgemdfen Verfahren ké&énnen vorzugsweise
pathogene Zellen, insbesondere pathogene Mikroorganismen, wie
z.B. Mykobakterien, und Viren in einer Probe bestimmt werden.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die
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Verwendung von zumindest teilweise ferromagnetischen Partikeln,
die gegebenenfalls funktionalisiert sind, zur Isolierung von
Zellen oder Viren.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die
Verwendung von ferromagnetischen Partikeln, die gegebenenfalls
funktionalisiert sind, zur kombinierten Isolierung und Bestim-
mung von Zellen oder Viren.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein
Kit zur kombinierten Isolierung und Bestimmung von Zellen oder
Viren in einer Probe umfassend

~ funktionalisierte oder funktionalisierbare ferromagne-
tische Partikel und

— Zell- oder Viren-spezifische Primer.

Ein erfindungsgemdBer Kit kann sowohl funktionalisierte als
auch funktionalisierbare ferromagnetische Partikel umfassen.
Durch das Bereitstellen von funktionalisierbaren ferromagne-
tischen Partikeln, kann der Benilitzer dieses Kits beliebige
Bindungspartner auf die Partikel aufbringen. Beispielsweise
weisen die zu funktionalisierenden Partikel Epoxy-Gruppen an der
Oberflache auf, die direkt mit Aminogruppen elnes Antikorpers
reagieren kénnen, um diesen dadurch an den Partlkel zu binden.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein
Verfahren zur Isolation und Detektion von Mycobacterium paratu-
berculosis, durch die Verwendung eines Verfahrens gemdfl der vor-
liegenden Erfindung.

Dabei werden zunichst funktionalisierte ferromagnetische
Partikel, die mit M. paratuberculosis zu binden vermdgen, mit
einer Probe in Kontakt gebracht und isoliert. Der isolierte
Zell-Partikel-Komplex wird anschlieBend direkt oder nach dem
Lysieren der Zellen an den Partikeln mit spezifischen Primern
versetzt (z.B. P.H. Vary, Journal of Clinical Microbiology
(1990) 933-937). Vorzugsweise werden dabei folgenden Primer ein-
gesetzt: forward Primer: MP139U24 5'-CCGCTAATTGAGAGATGCGATTGG-
3'; reverse Primer: MP 221L22 5'—GTGCCACAACCACCTCCGTAAC—3',
MP2191L.24: 5'-GTGCCACAACCACCTCCGTAACCG-3"'; Sonde fir real time
PCR: MP204L17: 5'—CGTCATTGTCCAGATCA—3', S5'-TCATTGTCCAGATCA-3"'.

Die Erfindung wird ferner durch die folgenden Figuren und
das folgende Beispiel exemplarisch beschrieben, ohne jedoch auf
diese beschrankt zu sein.

Figur 1 zeigt ein Agarose-Gel, auf dem 10pl PCR-Amplikon von
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PCR's mit den aus Punkt 4 (Beispiel) resultierenden Partikeln
(nur gelagert 040813-2, aktiviert 040813-1 und beschichtet
040811~1) durchgefithrt wurden.

Figur 2 zeigt ein Agarose-Gel: 10pl des Amplikons werden am
Gel analysiert, wobei eine spezifische Bande in beiden Ansdtzen
zu sehen ist: Spur 1 ist Isolierung wie unter Punkt 4, Spur 3
wie in Punkt 5 beschrieben; fiir Spur 2 und Spur 4 wurden die
Partikel wie in Punkt 4 und 5 gewaschen, allerdings war die Aus-
gangsmilch 1:10 mit Cell-Lyse-Puffer verdiinnt.

Figur 3 zeigt ein Amplifikations-Plot einer Echtzeit-PCR mit
SybrGreen (Punkt 11, Beispiel).

Beispiel: Isolierung, Nachweis und Quantifizierung von My-
cobacterium paratuberculosis

1. Allgemeine Reagenzien

TPBS: 8g NaCl (Sigma, #S9625), 1,15g Na,HPO,x2H,0 (Merck,
#106580), 0,2g KCl1 (Merck, #104936), 0,2g KH,PO, (Merck,
#104873), 100pul Tween20 (Merck, #822184) wurden in Wasser auf 11
aufgefiillt.

MES-Puffer: 9,76g MES (Sigma, #M3023) mit 10N NaOH auf
pH=5,5 stellen, und auf 11 auffillen. e

MOPS-Puffer: 5,23g MOPS (Sigma, #M1254) mit 10N NaOH auf
pH=7,5 stellen und auf 11 auffiillen.

Denaturierungspuffer: 560mM NaOH in Wasser.

Hybridisierungspuffer: 0, 1N NaH,PO, x H,0 in Wasser.

CT-Waschpuffer: 20Mm Tris, 150mM NaCl in Wasser pH=7,4.

Inhibitor-Removal-Puffer: 2,5M Guanidinthiocyanat, 10mM
Tris, 1mM EDTA in Wasser, pH=7,0 mit Ethanol auf 70% Ethanol.

Cell-Lysis-Puffer: 8g NaCl , 1,15g Na2HPO4x2H20 , 0,2g
KCl , 0,2g KH2PO4 , 100ul Tween20, 0,508g MgCl,x6H,0, 0,788g
TrisHCl, 0,605g TrisBase, 5ml Triton X-100, 54,75 Saccharose
werden mit dH,0 auf 500ml aufgefiillt.

2. Ferromagnetische Partikel

SIMAG-MP/Carboxyl (Chemicell,Berlin), wasserige Dispersion
von magnetischem Silikat, Kern ist Magnetit, Matrix ist nicht
pordses Silikat, GroBe lum, Oberfliche ~25m?/g, ~1,5 x 10°
Partikel/g, Dichte ~2,25g/cm’, Magnetisierung ist ferromagne-
tisch, Carboxyl ist funktionelle Gruppe mit 12 Atomen Spacer,
Carboxylierungsgrad ist 350pmol COOH/g, Lagerpuffer ist ddH,0.

2.1. Partikel-Lagerung

0,8 ml Ferromagnetische Partikel (ChemiCell, SIMAG-MP/TCL)
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Suspension werden am Magneten (MagnetOn 4T, Aureon Biosystems,
#M010104) abgeschieden, mit 4ml StabilZyme AP (Surmodics, SA01-
100) gewaschen, in 20 ml StabilZyme aufgenommen (Endkonzentrati-
on von 10mg Partikel/mL) und im Kithlschrank gelagert.

2.2. Partikel-Aktivierung

0,8 ml Ferromagnetische Partikel (ChemiCell, SIMAG-MP/TCL)
Suspension werden am Magneten (MagnetOn 4T, Aureon Biosystems,
#M010104) abgeschieden, in 1ml MES resuspendiert, am Magneten
der Uberstand abgenommen und mit 25mg Carbodiimid (Sigma,
#E7750) in 1lml MES-Puffer 15 Minuten am Rotamix (RM1 bei 15rpm)
aktiviert. Die Partikel werden mit 1ml MOPS-Puffer gewaschen und
mit 900pl MOPS-Puffer 2 Stunden am RM1 gedreht. Danach werden
4ml StabilZyme AP +{Surmodics, SA01-100) zugesetzt und iiber Nacht
am RM1 gedreht. Durch Abscheiden der Partikel am Magneten,
Resuspendieren und erneutes Abscheiden werden die Partikel 2x
mit Iml TPBS und 1x mit 1ml StabilZyme gewaschen. Zuletzt werden
die Partikel in 20 ml StabilZyme aufgenommen (Endkonzentration
von 10mg Partikel/mL) und im Kiihlschrank gelagert.

2.3. Antikdrperbeschichtung

0,8 ml Ferromagnetlsche Partikel (ChemiCell, SIMAG-MP/TCL)
Suspen51on werden am Magneten (MagnetOnv4T, Aufebn Biosystems,
#M010104) abgeschieden, in 1ml MES resuspendiert, am Magneten
der Uberstand abgenommen und mit 25mg Carbodiimid (Sigma,
#E7750) in 1ml MES-Puffer 15 Minuten am Rotamix (RM1 bei 15rpm)
aktiviert. Die Partikel werden mit 1ml MOPS-Puffer gewaschen und
mit 900ul Antikdrper in MOPS-Puffer (QED Bioscience, 18101-
18104) 2 Stunden am RM1 gedreht. Danach werden 4ml StabilZyme AP
(Surmodics, SA01-100) zugesetzt und tiber Nacht am RM1 gedreht.
Durch Abscheiden der'Partikel am Magneten, Resuspendieren und
erneutes Abscheiden werden die Partikel 2x mit 1ml TPBS und 1x
mit 1ml StabilZyme gewaschen. Zuletzt werden die Partikel in 20
ml StabilZyme aufgenommen (Endkonzentration von 10mg
Partikel/mL) und im Kihlschrank gelagert.

3. Herstellung der Microplatten fiir Hybridisierungsassay

Streptavidin von Roche wird in Carbonat-Beschichtungspuffer auf
eine Konzentration von 2ug/ml verdinnt und die Napfchen von
WeiBen,MaXLSQ;pmM;groglatten (Nunc, Art-N°437-591) iiber Nacht
bei 4°C mit 100pl beschichtet. Die Microplatten werden 4x mit
TPBS gewaschen und 100pl der Probe Bio-TCATTGTCCAGATCA in TPBS
(30pmol/ml) iiber Nacht bei 4°C gebunden. Nach 4x Waschen mit
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TPBS werden die Platten getrocknet und eingeschweiBt.
4. Isolierung von M. paratuberculosis aus Milch

Iml einer Suspension von M. paratuberculosis in Rohmilch
(Andiatec, Stuttgart) wird mit 10pl einer Partikel-Suspension
versetzt und 30 Minuten unter zeitweiligem Schiitteln inkubiert.
Danach werden die Partikel am Magneten abgeschieden und 4 Mal
mit CT-Waschldsung durch jeweiliges Abscheiden am Magneten ge-
waschen. Der Partikel—BE!%erien—Komplex steht nun fiir weitere
Analysen zur Verfiigung.

5. Isolierung von M. paratuberculosis DNA aus Milch mittels
Inhibitor—-Removal-Puffer

lml einer Suspension von M. paratuberculosis in Rohmilch
(Andiatec, Stuttgart) wird mit 10ul der Partikel-Suspension
versetzt und 30 Minuten unter zeitweiligem Schiitteln inkubiert.
Danach werden die Partikel am Magneten abgeschieden und 2 Mal
mit Inhibitor-Removal-Puffer, 1 Mal mit CT-Waschlésung/70% EtOH
und 1 Mal mit CT-Waschlésung durch jeweiliges Abscheiden am
Magneten gewaschen. Der Partikel-DNA-Komplex steht nun fir wei-
tere Analysen zur Verfiigung.

6. Herstellung von M. paratuberculosis DNA aus Milch

lml einer Suspension von M. paratubefculdsis in Rohmilch
(Andiatec, Stuttgart) wird mit 10pl der Partikel-Suspension
versetzt und 30 Minuten unter zeitweiligem Schiitteln inkubiert.
Danach werden die Partikel am Magneten abgeschieden und 4 Mal
mit CT-Waschlésung durch jeweiliges Abscheiden am Magneten ge-
waschen. Der Partikel-Bakterien-Komplex wird in 50pl dest.
Wasser resuspendiert, 10 min. bei 95°C erhitzt, danach die
Partikel am Magneten abgeschieden und der der Uberstand in ein
frisches Rohrchen ibertragen. '

7. Herstellung von hochreiner M. paratuberculosis DNA

Iml einer Suspension von M. paratuberculosis in Rohmilch
(Andiatec, Stuttgart) wird mit 10pl der Partikel-Suspension
versetzt und 30 Minuten unter zeitweiligem Schiitteln inkubiert.
Danach werden die Partikel am Magneten abgeschieden und 2 Mal
mit Inhibitor-Removal-Puffer, 1 Mal mit CT-Waschldsung/70% EtOH
und 1 Mal mit CT-Waschlésung durch jeweiliges Abscheiden am
Magneten gewaschen. Der Partikel-DNA-Komplex wird in 50pl dest.
Wasser resuspendiert, 10 min. bei 95°C erhitzt, danach die
Partikel am Magneten abgeschieden und der Uberstand in ein
frisches Rohrchen ibertragen.
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8. PCR mit Partikel

Die aus Punkt 4 resultierenden Partikel (nur gelagert
040813-2, aktiviert 040813-1 und beschichtet 040811-1) werden
mit 50pl PCR Amplifizierungsmix (Andiatec, Stuttgart) versetzt
und 1lt. Angaben des Herstellers amplifiziert. 10pl des Amplikons
werden am Gel analysiert, wobei eine spezifische Bande in allen
drei Ansdtzen zu sehen war (Figur 1).

9. PCR mit Bakterien-Partikel-Komplex und Bakterien-DNA-Kom-
Rlex

Die aus Punkt 4 bzw. Punkt 5 resultierenden Partikel wurden
mit 50ul PCR Amplifizierungsmix (Andiatec, Stuttgart) versetzt
und lt. Angaben des Herstellers amplifiziert. 10pl des Amplikons
werden am Gel analysiert, wobei eine spezifische Bande in beiden
Ansatzen zu sehen ist. Spur 1 ist Isolierung wie unter Punkt 4,
Spur 3 wie in Punkt 5 beschrieben. Fiir Spur 2 und Spur 4 wurden
die Partikel wie in Punkt 4 und 5 gewaschen allerdings war die
Ausgangsmilch 1:10 mit Cell-Lyse-Puffer verdiinnt (Figur 2).

10. Asymmetrische PCR mit DNA

Der Forward Primer wurde aus der Literatur direkt
Ubernommen (P.H. Vary, Journal of Clinical Microbiplogy (1990)
933-937). Dieser Primer wird als MP139U24 (5{;CCGCTAATTGAGAGATG—
CGATTGG-3') bezeichnet. Da jedoch das in diesem Dokument be-
schriebene Primer-Paar eine nicht ausreichende Spezifitat
aufwies (aufgrund von Clustal X (1.81) Multiple Sequence Align-
ment-Analysen), wurde der Reverse Primer an eine andere Stelle
gesetzt. Dies hat den Vorteil, dass das Amplifizierungsprodukt
sehr kurz wurde (104bp), bei 95°C nur eine Sekunde
denaturiert werden musste und damit die normale wie Real-time

PCR sehr schnell und effizient wurde. Zudem kann eine Zwei-
stufen-PCR durchgefiihrt werden, weil die Primer eine hohe
Schmelztemperatur aufwiesen.

Im Anschluss an den Reverse Primer wurde die Probe
konzipiert, um den kooperativen Effekt an hybridisierter DNA zu
nutzen, falls alle Basenpaare entsprechen. Diese Kumulierung der
Unterschiede in den Sequenzen der Capture Probe plus dem se-
quenzspezifischen Primer sorgt fiir sehr gute Spezifitdt der PCR.

Es wurde festgestellt, dass die Reverse Primer MP 221122
(5’-GTGCCACAACCACCTCCGTAAC—3') und MP219L24 (Sf—GTGCCACAACCACCT—
CCGTAACCG-3') gemeinsam mit dem oben angefihrten Forward Primer
und den Sonden MP204L17 (5'-CGTCATTGTCCAGATCA) und 5'-TCATTGTC-
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CAGATCA die besten Ergebnisse zeigten.

1nl einer Verdinnungsreihe der aus Punkt 6 isolierten DNA-
Losung wurde mit 4pmol/20pl mit dem Fluorescein gelabeltem
Primer MP139U24: 5'-F-CCGCTAATTGAGAGATGCGATTGG-3" und 2pmol/20nl
mit dem Primer MP219L24: 5 '-GTGCCACAACCACCTCCGTAACCG-3" in 1x
SybrGreen Supermix von BioRad am Biometra TGradient Zyklusr in
Gesamtvolumen von 20pl asymmetrisch amplifiziert.

PCR-Parameter:

Zyklus 1 Wiederholungen |1 3 min 95°C

Zyklus 2 Wiederholungen |50 1 sek 95°C

30 sek (65°C

Zyklus 3 Wiederholungen | 1 - 4°C

Spl der Amplikons wurden entweder 10 min mit 10upl Denatu-
rierungspuffer inkubiert und mit 95pl Hybridisierungspuffer auf
die Platte aufgetragen. Alternativ werden 5nl Amplikon mit 95pl
TPBS auf die Microplatte aufgetragen. 15min bei Raumtemperatur
mit Schiitteln inkubieren, 4x mit TPRS waschen, . 100pl anti-Fluo-
rescein-AP (Roche) 1:10.000 in StabilZyme bei Raumtemperatur mit
Schitteln inkubieren, 4x mit TPBS waschen, 100pl LumiPhos Plus
(Lumigen) 15min bei Raumtemperatur inkubieren und am Luminometer
(Mediators PhL) mit 1 sek Integrationszeit messen.

Signal (RLU) Mit Denaturierung |Ohne Denaturierung
Negativ-Kontrolle 0,838 0,761

107%° Verdiinnung 1,002 0,935

107 Verdiinnung 122,144 153,412

10"® Verdiinnung 152,140 174,279

1077 Verdiinnung 124,972 161,843

11. Echtzeit-PCR mit SybrGreen und DNA Ldsung

lpl von Verdinnungen der aus Punkt 6 isolierten DNA-L&sung
wurde mit 4pmol/20pl mit dem Primer MP139U24: 5'-CCGCTAATT-
GAGAGATGCGATTGG-3' und 4pmol/20ul mit dem Primer MP219L24:
5'-GTGCCACAACCACCTCCGTAACCG-3' in 1x SybrGreen Supermix von Bio-
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Rad am iZyklusr in 20pl Gesamtvolumen amplifiziert.

PCR-Parameter (Ergebnisse in Figur 3):

Zyklus 1 Wiederholungen {1 |3 min [95°C |A3 Negativ-Kontrolle

Zyklus 2 Wiederholﬁngen 50 |1 sek |95°C (A4 |Negativ-Kontrolle
30 sek |67°C |A5 |10 Verdiinnung

Zyklus 3 Wiéderholungen 1 |- 25°C |A6 |107° Verdiinnung

12. Echtzeit-PCR mit Sybr Green mit und ohne Partikel

1pl der 1077 Verdiinnung aus Punkt 6 isolierten DNA-L&sung
wurde mit 4pmol/20nl mit dem Primer MP139U24: 5'-CCGCTAATT-
GAGAGATGCGATTGG-3' und 4pmol/20ul mi® dem Primer MP219L24:
5'~-GTGCCACAACCACCTCCGTAACCG-3" in 1x SybrGreen Supermix und
100pg ferromagnetischen Partikel am iZyklusr mit 20pl Gesamtvo-
lumen amplifiziert. Die Partikel wurden vorher mit Milch in-
kubiert und wie unter Punkt 4 und 5 angegeben gewaschen.

PCR-Parameter:

Zyklus 1 Wiederholungen |1 3 min ° [95°C

Zyklus 2 Wiederholungen |50 |1 sek -.[95°C
‘ 30 sek |65°C

Zyklus 3 Wiederholungen | 1 |Hold 4°C

Ergebnisse (Schwellenwertzyklus -

~threshold cycle"“):

Ohne Partikel Zusatz

Mit Partikel Zusatz

Punkt 4

26,4

26,7

Punkt 5

25,7

26,1

13. Echtzeit-PCR mit SybrGreen und DNA Losung

lpl eine Verdinnungsreihe der aus Punkt 6 isolierten DNA-L&-
sung wurde mit 4pmol/20pl MP139U24: 5'-CCGCTAATTGAGAGATGCGATTGG-
3" und 4pmol/20ul mit dem Primer MP219L24:
5'-GTGCCACAACCACCTCCGTAACCG-3"' in 1x SybrGreen Supermix von Bio-

Rad am iZyklusr mit 20pl Gesamtvolumen amplifiziert und real-
time analysiert.

Um die Robustheit zu demonstrieren, wurde zudem zur Probe
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Hering Sperma DNA zugesetzt.

PCR-Parameter:

Zyklus 1 |Wiederholungen |1 |3 min |95°C

Zyklus 2 |Wiederholungen |70 |1 sek 95°C

30 sek |70°C Verminderung der Tem-
peratur bei jeder 7.
Wiederholung innerhalb
des Zyklus um 1°C

Zyklus 3 |Wiederholungen | 1 |- 25°C
Ergebnisse (Schwellenwertzyklus - ,threshold cycle“):
Ohne DNA Zusatz (Mit 200ng Hering Sperma DNA
107'° Verdiinnung 34,4 40,8
10° Verdiinnung 31,9 35,8
|10-8 Verdiinnung 28,5 32,2
1077 Verdiinnung 25,5 ' 29,2

Die Schmelzkurve ergab eine Schmelztemperatur von 79°C fiir
das Produkt der Internen Kontrolle und 86°C fiir das Produkt der
M. paratuberculosis PCR.

14. Vergleich der Geschwindigkeit des Fangens ferromagne-
tischer Partikel mit superparamagnetischen Partikeln

20pg von Alkalischer Phosphatase beschichteten Partikeln
(Streptavidin-Partikel mit Uberschuss biotin-AP inkubiert und
gewaschen mit TPBS) wurden in 1 ml TPBS in 1,5ml Eppendorf Cups
suspendiert und mit 2 Sekunden Inkubationszeit mit dem Aureon
Separation Pen (M020101, Aureon, Wien) aus der Suspension ge-
wonnen und danach in 1lml TPBS resuspendiert. 10pl der Ausgangs-
suspension sowie der isolierten Beads wurden in einer weiBen Mi-
croplatte nach 15 Minuten Inkubatioszeit mit 100pl LumiPhos Plus
(Lumigen, USA) am mediators PhL mit 1 Sekunde Integrationszeit
gemessen.
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RLU Rest-Suspension Isolierte Prozent
Partikel aus isoliert
der Suspension
Ferromagnetisch [2,073" 20,727 90, 9
(SAB031104-1)
Aureon A-Beads 4347 1730 28,5
(SAB030320-1)
Dynabeads 4880 1402 22,3
(112.06)

15. Diskussion

Entgegen der Vorbehalte aus der Literatur wurden ferromagne-
tische Partikel fiir die Isolierung von Zellen verwendet und
Uberraschender Weise wurde festgestellt, dass derartige Partikel
sehr wohl fiir die Zellisolierung geeignet sind. Dies ist deshalb
von groBer Bedeutung, weil nur ferromagnetische Partikel in ak-
zeptabler Zeit aus schwierigem Probenmaterial, wie Rohmilch, Kot
oder Proben mit hohem Feststoffanteil, mit einem Magneten aus
der Probensuspension an die Gef&Bwand abgeschieden werden
kénnen. A . L c

Im Beispiel wurden ferromagnetische Partikel verwendet, die
unspezifisch Bakterien binden k&nnen, sowie ferromagnetische
Partikel, die mit einem Antikérper funktionalisiert sind. Ferner
konnte gezeigt werden, dass der Partikel-Zellkomplex direkt in
der PCR verwendet werden kann. Um Substanzen, die die PCR nega-
tiv beeinflussen bzw. die Ergebnisse verfdlschen koénnten, zu
entfernen, wurde ein Inhibitor-Entfernungs Puffer verwendet und
gezeigt, dass die DNA in diesem Fall an den Partikeln gebunden
bleibt und der DNA-Partikel-Komplex in der PCR verwendet werden
kann.

Um die Auswertung der PCR zu vereinfachen, wurde gezeigt,
dass das Produkt einer asymmetrischen PCR ohne Denaturierung hy-
bridisiert werden kann.

Die Echtzeit-PCR ist heute fiir Quantifizierungen sehr
wichtig, wobei gezeigt werden konnte, dass ferromagnetische
Partikel in derartigen Anwendungen eingesetzt werden kénnen.
\H__—Férner konnte somit eine hochsensitive und hochspezifische
PCR zum Nachweis von M. paratuberculosis DNA entwickelt und ge-
zeigt werden, dass auch nach 80 Durchlaufen keine Primerdimere

auftreten. Die Spezifitdt wurde weiters mit denselben Primern in
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Isolierung von mindestens einer Zelle, ins-
besondere von einer eukaryotischen und prokaryotischen Zelle,
oder eines Virus aus einer Probe umfassend die Schritte:
- Bereitstellen einer Probe,
- Inkontaktbringen der Probe mit ferromagnetischen
Partikeln, und
- Abtrennen der Partikel aus der Proben-Partikel-Suspension.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
auf den ferromagnetischen Partikeln gebundene (n) Zelle(n) oder
Virus(-en) durch

- Inkontaktbringen der Partikel mit Zell- oder Virus-spezi-
fischen Primern,

- Unterwerfen der Partikel einer Nukleinsdureamplifikations-
technik und

- qualitativen und/oder quantitativen Detektieren mindestens
eines Nukleinséureamplifikationsprodukts die Anwesenheit von
Zellen oder Viren in-der Probe bestimmt wird (werden).

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Probe eine Nahrungsmittelprobe, Facesprobe, Blutprobe,
Serumprobe, Probe biologischen Ursprungs, Umweltprobe oder in-
dustrielles Zwischen- oder Endprodukt ist.

4. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Partikel ein ferromagnetisches Material, aus-
gewdhlt aus der Gruppe, bestehend aus Eisen, insbesondere Magne-
tit und Maghemit, Eisenlegierungen, Nickel, Nickellegierungen,
Kobalt, Kobaltlegierungen und Kombinationen davon, umfassen.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die ferromagnetische Partikel mit Silizium oder
Siliziumverbindungen, Gold, Glas, Polysacchariden, insbesondere
Dextran, Kunststoff oder Kombinationen davon beschichtet sind.

6. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Partikel einen Durchmesser von 50nm bis 20pm,
vorzugsweise von 200nm bis Sum, insbesondere von 400nm bis
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2,5pm, aufweisen.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn-

zeichnet, dass die ferromagnetischen Partikel funktionalisiert
sind.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die
ferromagnetischen Partikel mit mindestens einem Zell- oder Vi-
rus~spezifischen Bindungspartner funktionalisiert sind.

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet,
dass der Bindungspartner ein Antikorper oder Antikérperfragment,
Protein A, Protein G, ein Lektin, ein Peptid, eine Nukleinsdure
oder eine Kombinationen davon ist.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekenn-

zeichnet, dass die Abtrennung mittels einer magnetischen Vor-
richtung erfolgt.

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenqzeicbnet, dass die
magnetische Vorrichtung als Magnet, insbesondere als Elektro-
oder Permanentmagnet, ausgebildet ist.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 11, dadurch gekenn-
zeichnet, dass zwischen der Abtrennung der Partikel und dem In-
kontaktbringen der Partikel mit Zell- oder Virus-spezifischen

Primern die an den Partikeln gebundenen Zellen oder Viren zu-
mindest teilweise lysiert werden.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 12, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Nukleinsdureamplifikationtechnik eine Polyme-
rasekettenreaktionstechnik (PCR-Technik) ist.

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die
Polymerasekettenreaktionstechnik (PCR-Technik), ausgewdhlt aus
der Gruppe, bestehend aus Echtzeit PCR, insbesondere TagMan PCR,
verschachtelte PCR (,nested PCRY), inverser PCR, Multiplex PCR,

asymmetrische PCR, reverse Transkriptase PCR und Kombinationen
davon, ist.

o B R A A o e b B RO D SR s



.8 se 00e% Ggeo (4 oo
L4 (K ] [ ] [ ] 9 o .
[ d . [ ] L [ ] [ 4 [ ]
[ ] [ ] [ [ [ ] L
L] L] . [ ] L4

o ovee o .0 ¢0e ocse

- 23 -

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Zellen, ausgewihlt aus der Gruppe, bestehend
aus Mykobakterien, Listerien, Salmonellen, Campylobacter, und
Kombinationen davon, sind.

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Viren, ausgewdhlt aus der Gruppe, bestehend
aus Enteroviren, CMV, Hepatitis, HIV und Kombinationen davon,
sind.

17. Verwendung von zumindest teilweise ferromagnetischen, gege-
benenfalls funktionalisierten, Partikeln zur Isolierung von
Zellen oder Viren.

18. Verwendung von zumindest teilweise ferromagnetischen, gege-
benenfalls funktionalisierten, Partikeln zur kombinierten Iso-
lierung und Bestimmung von Zellen oder Viren.

19. Kit zur kombinierten Isolierung und Bestimmung von Zellen
,oder Viren in einer Probe umfassend o .

- ferromagnetische, gegebenenfalls'funktidnélisierte oder
funktionalisierbare, Partikel und

= Zell- oder Virus-spezifische Primer.

AP/R
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Isolierung von mindestens einer Zelle, ins-
besondere einer eukaryotischen oder prokaryotischen Zelle, oder
eines Virus aus einer komplexen Probe, insbesondere einer Nah-
rungsmittelprobe, einer Ficesprobe oder einer Umweltprobe, um-
fassend die Schritte:
- Bereitstellen einer Probe,
~ Inkontaktbringen der Probe mit ferromagnetischen
Partikeln, wobei die Zelle oder das Virus an die Partikel
gebunden wird, und ’
- magnetisches Abtrennen der Partikel aus der Proben-
Partikel-Suspension.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
auf den ferromagnetischen Partikeln gebundene(n) Zelle(n) oder
Virus(-en) durch

- Inkontaktbringen der Partikel mit Zell- oder Virus-spezi-
fischen Primern,

- Unterwerfen der Partikel einer Nukleinsidureamplifikations-
technik und

= qualitativen und/oder quantitativen Detektieren mindestens

eines Nukleinsdureamplifikationsprodukts die Anwesenheit von

Zellen oder Viren in der Probe bestimmt wird (werden).

3. Verfahren nach der Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Partikel ein ferromagnetisches Material, ausgewahlt aus
der Gruppe, bestehend aus Eisen, insbesondere Magnetit und
Maghemit, Eisenlegierungen, Nickel, Nickellegierungen, Kobalt,
Kobaltlegierungen und Kombinationen davon, umfassen.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die ferromagnetische Partikel mit Silizium oder
Siliziumverbindungen, Gold, Glas, Polysacchariden, insbesondere
Dextran, Kunststoff oder Kombinationen davon beschichtet sind.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Partikel einen Durchmesser von 50nm bis 20um,
vorzugsweise von 200nm bis 5um, insbesondere von 400nm bis
2,5pm, aufweisen.
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6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die ferromagnetischen Partikel funktionalisiert
sind.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die
ferromagnetischen Partikel mit mindestens einem Zell- oder Vi-
rus-spezifischen Bindungspartner funktionalisiert sind.

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet,
dass der Bindungspartner ein Antikérper oder Antikérperfragment,
Protein A, Protein G, ein Lektin, ein Peptid, eine Nukleinsdure
oder eine Kombination davon ist.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Abtrennung mittels einer magnetischen Vor-
richtung erfolgt.

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die
magnetische Vorrichtung als Magnet, insbesondere als Elektro-
oder Permanentmagnet, ausgebildet ist.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 10, dadurch gekenn-
zeichnet, dass zwischen der Abtrennung der Partikel und dem In-
kontaktbringen der Partikel mit Zell- oder Virus-spezifischen
Primern die an den Partikeln gebundenen Zellen oder Viren zu-
mindest teilweise lysiert werden.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 11, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Nukleinsiureamplifikationtechnik eine Polyme-
rasekettenreaktionstechnik (PCR-Technik) ist.

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die
Polymerasekettenreaktionstechnik (PCR-Technik), ausgewdhlt aus
der Gruppe, bestehend aus Echtzeit PCR, insbesondere TagMan PCR,
verschachtelte PCR (,nested PCR"), inverser PCR, Multiplex PCR,
asymmetrische PCR, reverse Transkriptase PCR und Kombinationen
davon, ist. ]

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekenn-

NACHGEREICHT
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zeichnet, dass die Zellen, ausgewdhlt aus der Gruppe, bestehend
aus Mykobakterien, Listerien, Salmonellen, Campylobacter, und

Kombinationen davon, sind.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Viren, ausgewdhlt aus der Gruppe, bestehend
aus Enteroviren, CMV, Hepatitis, HIV und Kombinationen davon,
sind.

16. Verwendung von zumindest teilweise ferromagnetischen, gege-
benenfalls funktionalisierten, Partikeln zur Isolierung von
Zellen oder Viren.

17. Verwendung von zumindest teilweise ferromagnetischen, gege-
benenfalls funktionalisierten, Partikeln zur kombinierten Iso-
lierung und Bestimmung von Zellen oder Viren.

18. Kit zur kombinierten Isolierung und Bestimmung von Zellen
oder Viren in einer Probe gemdf einem Verfahren nach Anspruch 1
und/oder 2, umfassend

- ferromagnetische, gegebenenfalls funktionalisierte oder
funktionalisierbare, Partikel und

— Zell- oder Virus-spezifische Primer.

AP/R

.| NACHGEREICHT
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