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(57) Abstract

The process disclosed facilitates routine non-radioactive and enzymatic detection of reverse TRANSCRIPTASE. This is done using
magnetic particles and reverse transcription primers and templates immobilised on those particles, specifically in the form of a so-called
particle-primer/template complex (PPP complex) combined with biotin labeling of the newly synthesised cDNA in a PPP-cDNA complex,
followed by detection using streptavidin conjugate in a PPP-cDNA conjugate complex following addition of the substrate. The process and
test kit are characterised by the magnetic handling of the above-mentioned particle-ligand complexes using a microtitre magnet separator
which facilitates successive separation and dispersion of the particle ligand complexes out of/in solution and thus also washing operations,
exchange of solutions, reaction start/stop as well as photometric/fluorimetric or luminometric quantification. The combination of magnetic
handling of the particle-ligand complexes with biotin/streptavidin labeling results in an at least ten-fold improvement in sensitivity (0.05
mUtest for the first time) and widens the linear measurement range of 0.05-10.0 mU, as well as making kinetic investigations possible.
The magnetic handling and the strong bonding of the biotin/streptavidin system make the process very rapid (three hours), simple and
reproducible. In addition, as a result of using its own magnet separator, the process can be carried out in microtitre format and thus makes

cases of viral disease, in transfusion and transplant medicine, in virological research and development and in biological quality control of
biopharmaceutical and biotechnology products.




(57) Zusammenfassung

Das beschriebene Verfahren ermoglicht den routinemiBigen, nicht-radioaktiven und enzymatischen Nachweis von Reverser
Transkriptase. Dies wird realisiert durch die Verwendung von magnetischen Partikeln und daran immobilisierten Reverse Transkriptions-
Primem und -Templates in Form eines sogenannten Partikel-Primer/Template-Komplexes (PPT-Komplex) kombiniert mit einer Biotin-
Markierung der neu synthetisierten ¢DNA in einem PPT-cDNA-Komplex und einer anschlieBenden Detektion mittels Streptavidin-
Konjugat in einem PPT-cDNA-Konjugat-Komplex nach Substratzugabe. Verfahren und Test-Kit sind gekennzeichnet durch die
magnetische Handhabung der o.g. Partikel-Ligand-Komplexe mittels eines Mikrotiter-Magnet-Separators, der die sukzessive Separation
und Dispersion der Partikel-Ligand-Komplexe aus/in Losung und somit Waschvorginge, Austausch von Losungen, Reaktions-Start/Stop
sowie eine photometrische/fluorimetrische oder luminometrische Quantifizierung ermdglicht. Durch die Kombination zwischen magnetischer
Handhabung der Partikel-Ligand-Komplexe und deren Markierung mittels Biotin/Streptavidin wird eine mindestens zehnfach verbesserte
Sensitivitit von erstmalig 0.05 mU/Test und eine Erweiterung des Linear-MeBbereichs von 0.05-10.0 mU erreicht sowie die Durchfiihrung
kinetischer Untersuchungen moglich. Durch die magnetische Handhabung sowie die starke Bindung des Biotin/Streptavidin Systems
ist das Verfahren sehr schnell (3 Stunden), einfach und reproduzietbar. Weiterhin ist es auf Grund des eigenen Magnet-Separators
im Mikrotiterformat durchfihrbar und erméglicht somit das gleichzeitige Verarbeiten vieler Proben in kurzer Zeit. Das Verfahren
ist unter Anwendung entsprechend optimierter Reaktionsbedingungen universell auf alle Spezies von Retroviren bzw. Reverse
Transkriptasen anwendbar und eignet sich zum direkten Nachweis von Retroviren bei Virus-bedingten Krankheiten, in der Transfusion- und
Transplantationsmedizin, in der virologischen Forschung und Entwicklung sowie bei der biologischen Qualitiitskontrolle biopharmazeutischer
und biotechnoilogischer Produkte.
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2. Beschreibung

Verfahren und Test-Kit fiir den nicht-radioaktiven, enzvmatischen
Nachweis von Reverser Transkriptase

Virus-Diagnostik

2.1 Stand der Technik . ‘ .
Der routinemiBige Nachweis von Retroviren erfolgt gegenwirtig iiber den Nachweis

von Virus-spezifischen Antikérpern und/oder von Virus-Komponenten (Antigene, RNA,
provirale DNA), z.B. anti-HIV-Antikorper Tests, HIV-p24-Antigen-Tests, HIV-PCR Detektions
Test (Holodniy M. et al. J. Infect. Dis. 163, 862-866, 1991; Henrard DR et al. AIDS Res.
Hum. Retrovir. 8, 47-52, 1992). Diese Analytik stiitzt sich lediglich auf eine nicht
funktionelle bzw. Struktur spezifische molekulare Interaktion zwischen Antikorper und
Antigen oder PCR primer und proviraler DNA und erlaubt deshalb nicht den RiickschluB auf ein
ganzes und funktionelles intaktes Virus. AuBerdem erfaflt diese Analytik nicht alle Stadien einer
viralen Infektion. z.B. die Phase, in der die Infektion stattgefunden hat, jedoch noch keine
Antikrper gebildet sind. Diese Faktoren bewirken somit gelegentlich falsch positive oder negative
Ergebnisse. Deshalb ist der direkte und auch funktionelle Nachweis fiir Retroviren in
biologischen Proben dringlichst notwendig. Diese Notwendigkeit ist auch gegeben durch die
medizinische und sozial-politische Bedeutung von Retroviren, vor allem durch AIDS und
durch eine zu beobachtende ansteigende Tendenz und zunehmende Rolle von Retroviren bej
tierischen und menschlichen Erkrankungen (Leukiimie, Autoimmunerkrankunge, Krebs etc.).
Weiterhin birgt die Ubertragbarkeit von Retroviren durch Infektion ernste Probleme fiir die
Transfusions- und Transplantationsmedizin bzw. erfordert Qualitdtsuntersuchungen auf Virus-
Kontamination bei Lymph-, Speichel-, Sperma- oder Blutproben von Spendern und bei zu
verpflanzenden Organen, Haut, Knochenmark etc. Die gleiche Problematik der Virus-
Kontaminantion bzw. Infektion gilt auch fiir die Verwendung von Bio-Pharmazeutika und anderen
biotechnologischen oder gen-technologischen  Priiparaten biologischen  Ursprungs zu
Therapiezwecken bei Mensch und Tier sowie in der medizinischen Grundlagen-Forschung.
Voraussetzung fiir die Losung der oben erwihnten Problemstellungen ist der direkte und
funktionelle Nachweis von Retroviren mittels moglichst einfacher, verldBlicher und
empfindlicher Methoden.

Der direkte und biologisch funktionelle Nachweis von Retroviren ist bislang nur in Einzelfillen
und mit sehr hohem Arbeits- und Zeitaufwand tiber Infektion von Zellen und nur in in
gereinigten Virus-Priparaten oder in Zellkultur-Uberstanden moglich. Quantitative. einfache und
verldBliche Routine-Methoden gibt es bislang dafiir nicht. Ein Grund dafiir ist die komplexe
Zusammensetzung biologischer Proben (Blut, Organextrakte etc.), die Proteine. Enzyme,
Vitamine, Lipide. Zucker und verschiedene Inhibitoren enthalten. Diese erschweren oder machen
den direkten und funktionellen Nachweis von Retroviren unmoglich.

Die Reverse Transkriptase ist das Schliisselenzym aller Retroviren. da es die Reverse
Transkription (Ubersetzung) der Virus-RNA in komplementire DNA (cDNA) bewirkt und deren
nachtrigliche Integration in das Genom der Wirtszelle erméglicht. Das Enzym ist spezifisch
Retroviren und seine Enzymaktivitit ist ein Hinweis auf die Existenz von Virus-Partikeln und
deren funktionelle Integritit, da das Enzym als freies Molekiil sehr instabil ist und schnell inaktiv
wird.

Obwohl bislang eine Vielzahl von Tests fiir den Nachweis von Reverser Transkriptase entwickelt
wurden konnte sich diese Technologie als Routine-Verfahren in der virologischen und klinischen
Diagnostik auf Grund folgender Defizite nicht durchsetzen:

a) Verwendung radioaktiver Komponenten (Tritium-, Phosphor- markierte Substrate)
und organischer gesundheits- bzw. umweltschidlicher Losungsmittel {Trichloressig-

sdure, Toluol)

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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b) unzureichende Sensitivitit der nicht-radioaktiven Verfahren im Vergleich zur
ELISA (enzyme-linked-immunosorbent assay)- und PCR (polymerase chain reaction) -
Technologie bedingt durch die Verwendung zur Markierung und Detektion der Reaktions-
Produkte (¢cDNA) von Antigen/Antikorper Systemen (z.B. Digoxigenin/anti-Digoxigenin.
Fluoreszein/anti-Fluoreszein) mit relativ niedrigen Bindungskonstanten (Eberle. J. et
al., J. Virol. Meth. 20, 347-356, 1992, K. Suzuki et. al. J. Virol Meth.41. 21-28,

1993).

c) erschwerte routinemifige Handhabung und Durchfiihrung kinetischer Messung
durch unzulingliche Separationsverfahren der Reaktions-Edukte von den Produkten
bedingt durch die Doppelmarkierung der neusynthetisierten cDNA (Membranadsorbtion.
Filtration bzw. capturing an solider Phase), (Eberle. J. et al., J. Virol. Meth. 20, 347-

356, 1992, K. Suzuki et. al. J. Virol Meth.41, 21-28. 1993)

d) ineffiziente Immobilisierung von primern an Festphasen (Plastik-), (T. Urabe et al. J.
Virol. Meth. 40, 154-154, 1992)

Das vorliegende und zur Patentierung angemeldete Verfahren beschreibt den routinemiBigen
direkten und enzymatischen Nachweis von Retroviren mittels Reverser Transkriptase.

2.2 Losung des Problems

Das zu patentierende Verfahren und der entsprechende Test-Kit stiitzen sich auf die
Verwendung zur Reversen Transkriptions Reaktion eines an magnetischen Partikeln immobili-
sierten primers und templates in Form eines Partikel-Primer/Template-Komplexes (PPT-
Komplexes) und die Markierung der am PPT-Komplex neusynthetisierten c¢DNS mit
Biotinyllierten-deoxy-Nukleotid-triphosphaten in Form eines PPT-cDNA-Komplexes sowie
dessen Detektion mit Streptavidin gekoppelten Marker-Enzymen und ensprechenden Substraten in
Form cines PPT-cDNA-Konjugat-Komplexes (siche Abb. 2).

Magnetische Partikel und daran immobilisierte Ligand-Komplexe bieten den Vorteil. daf
sie in Gegenwart eines Magnetfeldes aus Losungen in fester Phase separiert und in Abwesenheit
von Magnetfeldern bzw. unter Schiitteln wieder in Losung dispergiert werden konnen (siehe Abb.
1). Dieses einfache, sehr schnelle, effiziente und reproduzierbare physikalische Verfahren kann bei
Immobilisierung von Molekiilen an magnetische Partikel in biologischen Tests benutzt werden um
diese Molekiile zu prozessieren und nach Bedarf sukzessive zu separieren (immobilisieren) oder zu
dispersieren (solubilisieren). Diese abwechselnde magnetische Handhabung (Abb. 1) ist besonders
vorteilhaft bei enzymatischen oder biochemischen Reaktionen wo Reaktions-Edukte (Substrate)
von Produkten zum Teil getrennt werden miissen. Die magnetische Handhabung von Partikel-
Ligand-Komplexen in Losung wird realisiert durch das sukzessive Einbringen und Entfernen von
Magneten in die nahe Umgebung des Reaktionsgefiiese bzw. der Losung wodurch die sukzessive
Separation und Dispersion der Komplexe bzw. Wechsel von Losungen, waschen Reaktionsstop
etc.realisiert werden kann (Abb. 1). Bei Mikrotiterplatten wird fiir die magnetische Handhabung
ein sogenannter Mikrotiter-Magnet-Separator (Abb.3) bestehend aus einer optisch
durchsichtigen Halter-Platte mit 24 Stab-Magneten eingesetzt, die in den externen Zwischenraum
der Mikrots sr-wells eingefithrt werden und somit die in Losungbefindlichen Partikel-Ligand-
Komplexe an den Seitenwinden der wells scparieren (Abb.1). Dadurch wird ein problemloser
Austausch von Losungen, Waschen sowie photometrische Messungen in Gegenwart und ohne
Verlust der magnetischen Partikel-Ligand-Komplexe mdglich und realisiert.

In dem zu patentierenden Verfahren bzw. Test-Kit werden magnetische Partikel mit
immobilisiertem primer und tempiate verwendet, die fiir die Reaktion der Reversen
Transkriptase notwendig sind. Primer kann ein homo- oder hetero- oligo-deoxynukleotid-
triphosphat sein (z.B. oligo-dT, oligo-dG) sein, wihrend als template (Matrix-RNS-Molekiil),
eine homo- oder hetero-polymere RNS z.B. poly-rA (poly-adenosin-triphosphat) verwendet
werden kann. Zusammen bilden Partikel, primer und template das sogenannte Partikel-
primer/template-Komplex/Reagenz (PPT-Reagenz). In Gegenwart von Reverser
Transkriptase und Biotin-markierten sowie unmarkierten deoxy-Nukleotid-Triphosphaten dNTP"s
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wird komplementir zu der template-RNS die entsprechende ¢cDNS synthetisiert. die mittels dem
template primer gleichfalls an den magnetischen Partikeln immobilisert ist und den sogenannten
PPT-cDNA-Komplex bildet.

Der Uberschuf an nichteingebauten Nukleotiden wird weggewaschen und anschliefiend der
biotinyllierte PPT-cDNA-Komplex mit Streptavidin konjugierten Marker-Enzymen (z.B.
Peroxidase, Alkalische Phosphatase) inkubiert, wobei sich der sogenannte PPT-cDNA-
Konjugat-Komplex bildet. Der Uberschuf8 an nichtgebundenem Streptavidin Konjugat wird
weggewaschen und das an die Partikel immobilisierte Markerenzym mit dem entsprechenden
Substraten (z.B. ortho-Phenylendiamin, AEBTS, TMB) inkubiert und die Reaktion photometrisch
mittels Extinktion/Absorbtion oder lJuminometrisch quantitativ bestimmt.

Die neu synthetisierte cDNS ist mittels der eingebauten Biotin-dNTP's markiert. Die
Markierung mit Biotin bietet den Vorteil, daf dessen Detektion mit Streptavindin/Avidin und einem
konjugierten Markerenzym sehr empfindlich ist auf Grund der sehr starken Bindung Biotin/
Streptavidin (10"°M) im Vergleich zu einer vergleichsweise schwachen Antigen /Antikorper
Bindung (107-10""" M).

Durch die sehr effiziente und einfache magnetische Handhabung der Partikel-Ligand-Kompiexe in
Kombination mit der extrem starken Bindung des Biotin/Straptavidin Systems wird erstmalig eine
wesentlich bessere Sensitivitit des Verfahrens realisiert (0,1 mU* Reverse Transkriptase/Test) was
eine mindestens zehnfache Steigerung im Vergleich zu anderen existierenden Verfahren und
Produkten bedeutet. Bei lingerer Inkubation kann die Sensitivitiit sogar auf 0.05 mU gesteigert
werden, wodurch bet einer spezifischen Aktivitit von ca. 5000 Units/mg eine Nachweisgrenze von
ca. 10pg Reverse Transkriptase pro Test erreicht wird. AuBerdem kann durch die starke Bindung
des Biotin/Straptavidin Systems wesentlich weniger markiertes Substrat (z.B. Biotin-dUTP)
eingesetzt werden, wodurch der lineare Mef3bereich iiber zwei Zehnerpotenzen ansteigt (ca. 0.5-
10.0 mU/Test).

Die verbesserte Sensitivitit, der erweiterte Linearitiits-Bereich sowie die einfache, schnelle und
effiziente Handhabung machen das neue Verfahren und den Test-Kit sehr intéressant fiir den
Bereich der klinischen Routine-Virus-Diagnostik sowohl fiir Krankheiten als auch fiir die

Qualititskontrolle von Bio-Pharmazeutika.

* Definition der Reverse Transkriptase-Einheit: Eine Einheit ist die Enzymaktivitit. die in
10 min bei 37°C mit Poly(A)(dT) s den Einbau von 1.0 nmol ['H]-TMP in siurefillbare

Produkte bewirkt.

2.3 Vorteile des Verfahrens/Test-Kits

Das beschriebene Verfahren und der dazugehorige Test-Kit haben gegeniiber den bisher
existierenden Nachweismethoden und Produkten folgende Vorteile:

a) nicht-radioaktives Verfahren/Test-Kit bzw. Verwendung ausschlieBlich nicht-
radioaktiver und wisseriger Reagentien, Vermeidung organischer Losungsmitte] (TCA, Toluol
etc.), folglich durchfiihrbar in jedem Labor, ohne spezielle Genehmigung und umweltfreundlich.
da radioaktiver und organischer Abfall vermieden wird

b) 10x verbesserte Empfindlichkeit und erhéhter linearer MefBbereich (0.7-7.0
mU) im Vergleich zu anderen nicht-radioaktiven Verfahren, da das Biotin/Streptavidin, welches
durch eine sehr hohe Bindungskonstante gekennzeichnet ist, als Markierungssystem verwendet
wird.
¢) Kinetische- und Inhibitionsstudien sind erstmals im nichtradioaktivem Bereich
moglich, da die Reverse Transkriptions-Reaktion durch Absaugen des Reaktions-Mix gestoppt
werden kann,

d) einfache und zeitsparende Handhabung (max. 3 Stunden) durch Anwendung der
magnetischen Separation und Dispersion Partikel gebundener Reaktion-Edukte/Produkte

e) wiederholte Substrat-Zugabe und Extinktionsmessung wird erstmals durch
die magnetische Immobilisierung des PPT-cDNA-Konjugat-Komplexes bei einem Reverse Trans-

kriptase Assay moglich
f) hohe Test-Kapazitit und routinemi#Big anwendbar, da im Mikrotiterformat

durchfiihrbar
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g) das Verfahren ist unter Anwendung cntsprechend spezifischer Reaktionsbedingungen
universell auf alle Spezies von Retroviren bzw. Reverse Transkriptasen anwendbar und kann
entsprechend adaptiert und optimiert werden.

h) der Nachweis von Retroviren erfolgt nicht nur strukturell. wie Dbei Antigen.
Antikorper oder PCR/DNA Tests sondern auch biochemisch funktionell anhand der Reverse

Transkriptase

2.4. Anwendungsgebiete
Die potentiellen Anwendungen des Verfahrens und Test-Kits beziehen sich auf foigende

Bereiche:

a) Forschung & Entwicklungs-Labors in der Industrie. an Universititen und Grof3-
forschungseinrichtungen, die an der Entwicklung von antiviralen Wirkstoffen. Therapeutika.
Virus-Diagnostika, Impfstoffen, Experimentier-Modellen etc. arbeiten. Bei simtiichen Arbeiten ist

der direkte Nachweis von Retroviren absolut notwendig.
b) die medizinische Diagnostik und Verlaufskontrolle bei Retrovirus bedingten

Krankheiten z.B. AIDS, Leukimie, Autoimmunerkrankungen, Krebs. Dieselbe Anwendung gilt
auch fiir Retrovirus bedingte Krankheiten bei Tieren. Dementsprechend sind potenticlle Anwender:
Kliniken u. Krankenhiuser, Blutbanken sowie klinische Labors und Laborgemeinschaften.

¢) die gesamte Transplantations- und Transfusions-Medizin bzw. die Spender-
Banken von Blut, Organen, Knochenmark, Samen etc. Der Nachweis von Kontamination mit
Retroviren in den oben genannten Spender-Materialien ist duBerst wichtig um einer

Weiterverbreitung und Infektion durch Transplantation oder Spende vorzubeugen.

d) die biologische Qualititskontrolle und Zulassung von Bio-Pharmazeutika
(z.B.  Blutderivate, Gerinnungs-Priparate), bio/gen-technologischer Kosmetika,
Lebensmittel und Labor-Reagentien (z.B. Zellkuluren, Immunglobuline. therapheutische
Enzyme, Insulin, fotale Seren etc.), die auf Kontamination mit Retroviren untersucht werden

miissen um gegebenenfalls deren Ubertragung zu verhindern.

3. Beispiel

Zur Entwicklung und Optimierung des Verfahrens wurde als Modell-Enzvm HIV Reverse
Transkriptase verwendet. Folgende experimentellen Schritte wurden pro Testansatz . (well)

durchgefihrt:

1) 50 pl des Partikel-Primer/Template Reagenz (oligodT/poly rA-magnetische Partikel) wurden
vorgegeben und mit 150 ul Partikel-Waschpuffer verdiinnt.

2) die Partikel wurden in Gegenwart des Mikrotiter-Magnet-Separators 5 Minuten an der
Seitenwand des wells gesammelt, die Losung mit einem 8 Kanal-Wascher abgesaugt und

anschlieBend mit 3 x 200pl Partikel Waschpuffer gewaschen.

3) Nach Absaugen des Partikel Waschpuffers wurde 20pl HIV-Reverse Transkriptase in
Lysispuffer bestehend aus 10mM Tris-HCI, pH7.5, SmM DTT, 0.5% NP40. 0.5% Triton X-100.
25 mM EDTA in verschiedenen Konzentrationen vorgegeben und mit den Partikel-
template/primer-Reagenz gemischt. Alternativ konnen bei Inhibitionsstudien 10p] Enzym und 10ul

Inhibitor in o.g. Lysispuffer vorgegeben werden.

4) Die Reaktion wurde mit 30 pl Reaktionsmix gestartet und 60 min. bei 37°C inkubiert und
geschiittelt in einem Reaktionsgemisch von 10uM dTTP+Biotin-dUTP, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0.

80 mM KCl, 10 mM MgCl,, 2 mM DTT, | mM EDTA, 0.2% NP40, 0.2% Triton X-100.

5) Die Reaktion wurde durch Separation der mag. Partikel und Absaugen des Reaktionsmix
gestoppt und die Partikel mit dem immobilisierten Reaktionsprodukt (cDNA) in 5 x 200 ul
Waschpuffer gewaschen bestehend aus salinem Phosphatpuffer (PBS) mit 0.1% Tween.
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6) Anschliefend wurden die Partikel mit 150! Streptavidin-Peroxidase in Konjugat-Puffer 30 min
bei 37°C inkubiert und geschiittelt.

7) der UberschuB von nicht gebundener Streptavidin-Peroxidase wurde anschlieBend wie
beschrieben abgesaugt und die Partikel mit 5 x 200 I Waschpuffer gewaschen.

8) anschlieBend wurden 200l AEBTS Substrat in Substratpuffer zugegeben und die Extinktion
der griinen Farbentwickiung bei 405nm und einer Referenzwellenldnge von 492nm kinetisch

gemessen.
Die Werte aus Abb. 4 und Tab 1. zeigen einen linearen Anstieg der Extinktion bzw. enzymatischen

Aktivitit in einem Bereich von 0.1-7.0 mU Reverse Transkriptase innerhalb von 15 min nach
Substratzugabe. Bei lingerer Substrat-Inkubtion von 60 min. kann die Sensitivitit sogar weiter bis

auf ca. 0,05 mU gesenkt werden.
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Patentanspriiche

1.  Verfahren und Test-Kit zum nicht-radioaktiven, enzymatischen Nachweis von
Reverser Transkriptase dadurch gekennzeichnet, dafl hierfiir ein magnetisch sukzessiv
separierbarer und dispergierbarer Partikel-Primer/Template-Komplex (PPT-Komplex)
verwendet wird in Kombination mit einer Biotin-Markierung der neu synthetisierten cDNA in
einem magnetisierbaren PPT-cDNA-Komplex und anschlieBender Detektion mittels
Streptavidin/Avidin konjugierten Markerenzymen (Peroxidase, Alkalische Phosphatase) und in
einem magnetisierbaren PPT-cDNA-Konjugat-Komplex nach Zugabe entsprechender

Substrate.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da der daraus resultierende Test-Kit fiir
Reverse Transkriptase folgende Zusammensetzung hat:

a. PPT-Reagenz - magnetischer Partikel-Primer/Template-Reagenz. der oligo-dT mit
poly (rA) bzw. RNA oder oligo-dG mit poly(rC) bzw. RNA, oder oligo(dC) mit poly(rG)
bzw. RNA in Lager-Puffer, bestehend aus PBS, Triton X-100, EDTA, RNAse-Inhibitoren

und RT-Cryoprotect-Reagenz
b. PPT-Waschpuffer, der Tris/HCI, pH 8.0; NaCl; EDTA enthalt.

c. Virus-Lysis-Pufffer, der Tris/HCI, pH 7.5; EDTA,; Triton X-100: NP-40; DTT
enthilt.

d. Nukleotid-Mix, der dTTP mit Biotin-dUTP oder dCTP mit Biotin-dCTP oder
dATP+dCTP+dGTP+dTTP mit Biotin-dUTP oder mit Biotin-dCTP enthilt.

e. RT-Reaktionspuffer, der Tris/HCI pH 8.0; KCI; MgCl, enthilt.

f. RT-Waschpuffer, der PBS mit Tween enthalt.

g. Konjugat-Puffer, der Waschpuffer mit RT-Blocking-Reagenz enthilt.

h. Streptavidin-Reagenz, das unkonjugiertes Streptavidin oder Avidin enthilt.

i. Konjugat-Reagenz, das Streptavidin- oder Avidin - konjugiert mit Markerenzymen
2.B. Peroxidase, Alkalische Phosphatase oder aber Biotin- konjugiert mit Markerenzymen

enthalt.

j. Substrat, das den Konjugat-Markerenzymen entsprechende Substrate z.B. 2,2°-Azino-
bis(3-ethylbenz-thiazoline-é-SulfOn-Séiure)Diammonium Salz enthilt.

k. Substrat-Puffer, das den o.g. Konjugat-Markerenzym-Substraten entsprechende
Puffer z.B. Na,HPO,, NaBo, und Citronenséure pH 4.5, enthdlt.

I. Referenz-Enzym, das HIV-Reverse-Transkriptase als Marker enthilt.

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB der sogenannte Partikel-
Primer/Template-Komplex (PPT-Komplex) aus magnetischen Partikeln (z.B. Dynal, IGI,
BioMag, Advanced Biotechnologies, Novagen) und daran immobilisierten Reaktions-primer und

Reaktions-templates zusammengesetzt ist.
4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB der Reaktions-primer

(Inittator) ein homo- oder heteromer von oligo-deoxy-nukleotidtriphosphaten sein kann z.B.
olido(dT), oligo-(dG), daB direkt an die magnetischen Partikel gebunden ist.
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5. Verfahren nach Anspruch | bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafl das Reaktions-template
(Matrix) ein homo- oder heteromer von poly-nukleotidtriphosphaten z.B. poly-(rA), poly-(rC)
oder eine natiirliche RNA sein kann, die direkt oder indirekt an den magnetischen Partikeln bzw. in

dem PPT-Komplex immobilisiert ist.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, da3 das PPT-Reagenz
in einem PPT-Lagerungs Puffer (PPT-storage buffer) tiefgekiihlt gelagert wird der PBS,
EDTA, Triton X-100 und RT-Cryoprotect-Reagenz enthilt.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche | bis 6, dadurch gekennzeichnet, daBl das PPT-
Reagenz in Mikrotiterplatten oder andere Reagenzgefife vorgegeben wird (z.B. 50 pl) und mit
Partikel-Waschpuffer. PPT-Waschpuffer (z.B. 150 pl) verdiinnt wird.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB das PPT-Reagenz
abwechselnd mittels eines externen Magnetfeldes an der Wand der Mikrotiter-wells gesammelt
(separiert) und anschlieBend solubilisiert (dispergiert) werden um den Partikel-Waschpuffer oder
andere LOsungen abzusaugen, zu wechseln und physikalische Messungne durchzufiihren (z.B.
Photometrie, Fluorimetrie, Luminometrie), (siche Abb. 1).

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB zur Separation und
Dispersion des PPT-Reagenz ein Permanent-Magnet bzw. cin sogenannter Mikroplatten-
Magnet-Separator verwendet wird, der aus einer optisch transparenten Halter-Platte mit 24
Magnet-Stiften entsprechend der Konstruktion aus (Abb.3) besteht, wobei ein Magnet-Stift in die
externen Zwischenrdume der Mikrotiterwells eindringt und das Magnetfeld fir die vier

umgebenden wells liefert.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB das PPT-Reagenz
mit PPT-Waschpuffer gewaschen wird (z.B. mit 3 x 250 pul)

11. Verfahren nach einem der Anspriiche | bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB das PPT-
Reagenz nach dem letzten Waschvorgang mit den zu testenden Proben (Reverse Transkriptaset
Inhibitoren) in Virus-Lysis-Puffer (z.B. 20ul) unter Schiitteln resuspendiert/dispergiert und vor-

inkubiert wird

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Reverse
Transkriptions Reaktion durch Zugabe des Reaktions-Mix (z.B. 30ul), bestehend aus Tris-
Puffer pH7.8-8.3, KCI, MgCl; sowie unmarkierte und markierte deoxy-Nukleotidtriphosphate,
dNTP's (z.B. dATP, dTTP, dCTP, dGTP+Biotin-dUTP gestartet und bei 37°C - 430C fiir
verschiedene Zeiten (z.B. 60-180 min) inkubiert wird. Dabei wird markierte cDNA
neusynthetisiert, die mit dem PPT-Reagenz den sogenannten PPT-cDNA-Komplex bildet, der
mittels Magnetfeldern sukzessive separiert und dispergiert werden kann.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB altemativ zur
Biotin-Markierung, dNTP's mit Markierungen von Br-, Digoxigenin- oder Fluoreszenz-
Markern (z.B. FITC-) eingesetzt werden konnen.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB die Reverse
Transkriptions Reaktion durch magnetische Separation des PPT-cDNA Komplexes und Absaugen

des Reaktions-Mix gestoppt wird.
15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB der Uberschuf

an nicht eingebauten Nukleotiden und der PPT-cDNA-Komplex mit sogenanntem RT-
Waschpuffer gewaschen wird, bestehend aus salinem Phophatpuffer und Tween (z.B. 3 x 250

wl).
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16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet. daB der PPT-cDNA
Komplex anschlieBend mit Konjugat bzw. Streptavidin- oder Avidin-konjugierten Marker-
enzymen (z.B. Alkalische Phosphatase, Peroxidase) in sogenanntem Konjugat-Puffer inkubiert
wird, der salinen Phophatpuffer, Tween und RT-Blocking-Reagenz enthilt. wobei der sogenannte
PPT-cDNA-Konjugat-Komplex entsteht, der gleichfalls magnetisch separiert und dispergiert

werden kann.

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daf3 der PPT-cDNA
Komplex alternativ mit unkonjugiertem Streptavidin- oder Avidin in Konjugat-Puffer inkubiert,
dann in RT-Waschpuffer gewaschen und anschlieBend mit Biotin-konjugierten Markerenzymen

(z.B. Alkalische Phosphatase, Peroxidase) inkubiert werden kann.

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet. daB der Uberschuf
an nicht gebundenem Konjugat und der PPT-cDNA-Konjugat Komplex mit RT-Waschpuffer

gewaschen wird.
19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet. daB der PPT-cDNA-
Konjugat Komplex mit entsprechenden Substraten der Konjugat-Enzyme (z.B. Alkalische

Phosphatase, Peroxidase) in entsprechendem Substratpuffer (z.B. perboraucitrat-Puffer) inkubiert
werden (z.B. 200ul) und quantitativ photometrisch, fluorimetrisch oder luminometrisch gemessen

werden.



WO 97/32995

Abb.

Dispersion Separation
i « Wasch
: :4‘:::‘:&‘:{:“ . LB'::n:':wechscl

- Photometrie
o -

Partikel-Primer/Template
Reagenz/Komplex

: Magnetische Handhabung der
Partikel-Ligand-Komplexe

PCT/DE97/00391



WO 97/32995 PCT/DE97/00391

2/4

Abb.2: Test-Prinzip und Protokoll-Schema des
Reverse Transkriptase Assays
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