(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum
Internationales Biiro

(43) Internationales Verdoffentlichungsdatum

5. Juni 2003 (05.06.2003)

PCT

(10) Internationale Veriffentlichungsnummer

WO 03/046213 A2

(51) Internationale Patentklassifikation: C12Q 1/68

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP02/11931

(22) Internationales Anmeldedatum:
25. Oktober 2002 (25.10.2002)

(25) Einreichungssprache: Deutsch

(26) Veroffentlichungssprache: Deutsch
(30) Angaben zur Prioritiit:

10157 624.2 26. November 2001 (26.11.2001) DE

(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme von
US): MERCK PATENT GMBH [DE/DE]; Frankfurter
Strasse 250, 64293 Darmstadt (DE).

(72) Erfinder; und

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): MICHELSEN, Uwe
[DE/DE]; Am Drachenstein 17, 69469 Weinheim (DE).
SCHWAMMLE, Achim [DE/DE]; Holzstrasse 1, 64283
Darmstadt (DE). ROTH, Willi [DE/DE]; Kaiser-Friedrich-
Ring 33, 65185 Wiesbaden (DE).

(74) Gemeinsamer Vertreter: MERCK PATENT GMBH;
Frankfurter Strasse 250, 64293 Darmstadt (DE).

(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT,
AU, AZ,BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR,
CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE,
GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR,
KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK,
MN, MW, MX, MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU,
SD, SE, SG, SI, SK, SL,, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG,
US, UZ, VN, YU, ZA, ZM, ZW.
(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,
TM), europdisches Patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE,
DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT,
SE, SK, TR), OAPI-Patent (BE, BJ, CF, CG, CI, CM, GA,
GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Verdoffentlicht:
ohne internationalen Recherchenbericht und erneut zu
verdffentlichen nach Erhalt des Berichts

Zur Erklirung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen
Abkiirzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on
Codes and Abbreviations") am Anfang jeder reguldren Ausgabe
der PCT-Gazette verwiesen.
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2 (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR ANREICHERUNG UND ZUM NACHWEIS VON HIV

\& (57) Abstract: The invention relates to a method and a test kit for enriching and detecting lentiviruses, especially HIV (Human
X' Immunodeficiency Viruses) in complex biological samples e.g. body fluids. The viruses are bonded in suitable conditions to a solid
= phase, isolated, lysed and subsequently the viral nucleic acids are separated and optionally detected.

—

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren und einen Test-Kit zur Anreicherung und zum Nachweis von Lenti-
viren, insbesondere HIV (Humanen Immundefizienz Viren), in komplexen biologischen Proben wie z.B. Korperfliissigkeiten. Die
Viren werden unter geeigneten Bedingungen an eine Festphase gebunden, isoliert, lysiert und anschliessend die viralen Nukleinsdu-

ren abgetrennt und gegebenenfalls nachgewiesen.
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Verfahren zur Anreicherung und zum Nachweis von HIV

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und einen Test-Kit zur Anreicherung
und zum Nachweis von Lentiviren in komplexen biologischen Proben wie
z.B. Korperflussigkeiten. Die Viren werden unter geeigneten Bedingungen
an Festphasen gebunden und isoliert. Anschlieffend kénnen die Viren
lysiert und nachgewiesen werden.

Der Nachweis vdn Viren in Koérperflissigkeiten kann durch einen
hochsensitiven Nachweis auf Basis der viralen Nukleinsduren erfolgen oder
alternativ mit Hiife von spezifischen Antikérpern. Fir den Nachweis der |
viralen Nukleinsauren werden z.B. bekannte Nukleinsaureamplifikations-
techniken, wie z.B. Polymerase-Kettenreaktion (PCR), branched-DNA
Detection (bDNA) oder Nucleic Acid Sequence based Amplification
(NASBA) verwendet.

Voraussetzung fir einen erfoigreichen und sensitiven Nachweis viraler
Partikel in Kérperfliissigkeiten Uber die genannten Nukleinsaure-
amplifikationstechniken ist die effiziente, quantitative Isolierung der viralen
Nukleinséuren (DNA oder RNA) in méglichst reiner und nativer Form.

Wahrend es fur die Isolierung von Viren und den nachfolgenden Nachweis
von viraler RNA/DNA aus Wasser verschiedene effektive Methoden gibt
(z.B. Pallin et al.; Journal of Virological Methods 67 (1997) 57-67 oder
Leisinger et al.; Zentralblatt fur Hygiene und Umweltmedizin 200 (1997),
283-296), ist die [solierung von viralen Nukleinséduren aus komplexen
biologischen Ausgangsmaterialien wie Blut oder Plasma mit hohem Anteil
an Proteinen, Lipiden und anderen niedermolekularen Substanzen bislang
sehr aufwendig und wenig effektiv.

Klassische Methoden fur die Isolierung von Nukleinséuren aus komplexen
Proben starten direkt mit der Lyse des biologischen Materials mittels eines
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Detergenz und/oder eines chaotropen Salzes. Diese Substanzen
ermdéglichen die Inaktivierung und Denaturierung von Proteinen und
Enzymen. Nachfolgend werden mittels organischer Lésungsmittel z.B.
Phenol und/oder Chloroform, Ethanolfallung und Zentrifugationsschritten
die Nukleinsauren gereinigt . Diese Methoden sind nicht nur sehr
arbeitsintensiv und zeitaufwendig, sondern auch schwer zu automatisieren.

Krzlich wurden andere Methoden vorgeschlagen, die auf dem Gebrauch
von Festphasen basieren. In US 5, 234,809 wird eine Methode
beschrieben, bei der die Nukleinséduren in Gegenwart von chaotropen
Agentien wie Guanidiniumsalzen an eine Silica Festphase gebunden
werden. WO 91/12079 beschreibt eine Methode zur Féllung von
langkettigen Nukleinséuren auf die Oberflache von Festphasen. Hierbei
werden Alkohole und Salze als Fallungsreagenzien genutzt.

Wahrend Festphasenextraktionsmethoden wie die Beschrie‘benen, die
Einfachheit und die Automatisierbarkeit des Nukleinséure-
separationsprozesses erhéhen, besteht nachwievor der Bedarf, die Viren
selbst schnell und einfach, aber auch méglichst quantitativ aus einer Probe
zu isolieren. Insbesondere dann, wenn die Probe biologischen Ursprungs
ist und nur sehr wenige der nachzuweisenden Viren bzw. entsprechend
auch sehr wenige der nachzuweisenden Nukleinséuren enthélt, wie es fiir

manche Viruserkrankungenl der Fall ist.

Fir alle Isolierungs- und Nachweismethoden, die aus Kérperfliissigkeiten
virale Nukleinsauren isolieren wollen, ist es wesentlich, alle Viruspartikel
einer Probe zu erfassen, um eine hohe Sensitivitat zu erlangen.
Gegenwartig werden hierzu Zellen oder Viren aus eine Probe Uber
Filtration, Ultrahochzentrifugation oder tUber Affinitatsbindung an Antikérper,
die an einer Festphase gebunden sind, angereichert. Nach diesem
Konzentrierungsschritt wird die DNA oder RNA aufgereinigt.
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Die bisher bekannten Konzentrierungsverfahren sind sehr arbeitsaufwendig
und/oder sie benutzen sehr kostspielige und empfindliche Festphasen, wie
z.B. Antikdrper-Beads.

Die Nachweisgrenze der kommerziell erhéltiichen Testsysteme liegt bei
etwa 100 bis 400 RNA-Kopien pro ml Plasma. Die meisten kommerziellen
Testsyteme sind nur fiir einen Virustyp und auf den Einsatz von relativ
kleinen Volumina ausgerichtet (100-200 ul Plasma).

In diesem Zusammenhang stellt die Nachweisgrenze der bekannten Tests

| . insbesondere fiir zwei wichtige Anwendungsfelder ein Problem dar:

1.) Blutbanken, die durch die hohen Probenaufkommen und Kostendruck
bedingt, sogenannte Mini-Pools bilden (aus bis zu 100 Spenderproben)
mussen die potenziell aus einem einzelnen Serum herrithrenden Viren im
Pool erfassen. o

2.) Die Therapie von AIDS-Kranken erfordert das hochsensitive Monitoring
der Viruskonzentration im Blut, da dieses Virus in sehr geringer Kopienzahl
trotz Therapie persistieren kann und deren Nachweis fur die
Therapiefortsetzung entscheidend ist.

Demnach besteht insbesondere fiir den Nachweis des AIDS-Erregers, des
Humanimmundefizienz-Virus (HIV), der Bedarf an verbesserten Verfahren
zur Detektion dieser Viren in komplexen biologischen Materialien. Das
Verfahren sollte hochempfindlich sein, méglichst alle in einer Probe
vorhandenen viralen DNA- oder RNA Molekiile erfassen und es
ermdglichen, ein grosses Probenvolumen als Ausgangsmaterial fur die

Nachweisreaktion einzusetzen.

Es wurde nun gefunden, dass HIV-Viren aus komplexen biologischen
Proben trotz des stérenden Einflusses anderer in diesen Proben
enthaltener Stoffe wie z.B. Proteine, Lipide, Kohlenhydrate unter
bestimmten Bedingungen, d.h. bei einem bestimmten pH-Wert und Zusatz
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einer bestimmten Menge an Bindepuffer, an eine Festphase gebunden
werden konnen und auf diese Weise von der restlichen Probe abgetrennt
werden kénnen. Die isolierten Viren kénnen hernach lysiert werden und die
freiwerdenden Nukleinsduren unter geeigneten Bedingungen aufgereinigt
und nachgewiesen werden.

Die vorliegende Erfindung macht es méglich, mit relativ einfachen und
kostengiinstigen Handhabungen eine geringe Anzahl von Viren aus einem
grossen Volumen einer komplexen Probe zu isolieren und in geeigneter
Weise nachzuweisen. So kann beispielsweise nach Lyse der Virushiille die
Nukleinséure in einem nativen hochreinen Zustand fir die |
Nachweisreaktion mittels PCR, NASBA und anderen Verfahren extrahiert

werden.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zum

Nachweis von Lentiviren in komplexen biologischen Proben,

gekennzeichnet durch folgende Schritte

a) Ansauern der Probe mit einem Virus-Bindepuffer, wobei der pH-Wert
auf einen Wert von kleiner gleich 4 eingestellt wird und die Probe mit
dem Virus-Bindepuffer in einem Volumenverhéltnis (Probe:Bindepuffer)
zwischen 1:0,3 und 1:2 gemischt wird, Zugabe einer Festphase und
Inkubation der Mischung;

b) Abtrennen der Festphasé mit den gebundenen Viren

¢) Nachweis der Viren.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird in Schritt a) mit dem Virus-
Bindepuffer ein pH-Wert zwischen 1 und 3 eingestellt, d.h. die Probe wird
mit dem Bindepuffer auf einen pH-Wert zwischen 1 und 3 angesauert.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird in Schritt a) die Probe mit dem
Virus-Bindepuffer in einem Volumenverhltnis von Probe zu Bindepuffer
von 1:0,5 bis 1:1,5 gemischt.
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In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform wird als Virus-
Bindepuffer in Schritt a) wassrige Salzséure verwendet.

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform betragt die Inkubationszeit
in Schritt a) 1 bis 5 Minuten.

In einer bevorzugten Ausflihrungsform werden in Schritt a) als Festphase
magnetische Silica-Partikel eingesetzt.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform erfolgt die Abtrennung def
Festphase mit den gebundenen Virus-Partikeln durch Zentrifugieren, Filtern
oder Anlegen eines magnetischen Feldes.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt in Schritt ¢) der Nachweis der
Viren durch

c1) Lyse der Viren;

c2) Isolierung der viralen Nukleinsauren aus dem Lysat;

c3) Nachweis der viralen Nukleinsguren;

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt die Isolierung der viralen
Nukleins&uren in Schritt ¢2) durch Bindung an eine Festphase.

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die Isolierung der
viralen Nukleins&uren in Schritt ¢2) durch Bindung an die gleiche Art von
Festphase, wie sie auch in Schritt a) eingesetzt wurde.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt der Nachweis der viralen
Nukleinsauren in Schritt ¢3) durch Nukleinsdureamplifikationstechniken.
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Test-Kit zur
Durchfiihrung des erfindungsgeméfen Verfahrens zumindest enthaltend
eine Festphase und einen Virus-Bindepuffer.

Nahere Erlduterungen zu den Abbildungen 1 bis 3 finden sich in den
Beispielen 2 bis 4.

Der Begriff Viren umfaBt erfindungsgemaR alle Lentiviren, auch defekte
oder unvollstandige Viren. Lentiviren sind eine Subfamilie der Retroviren.
Die wichtigsten Vertreter sind die Immundefiziens verursachenden Viren
SIV und HIV. |
Besonders geeignet ist das erfindungsgemasse Verfahren zur Isolierung
bzw. zum Nachweis von HIV.

Komplexe biologische Proben im Sinne der vorliegenden Erfindung sind
alle Proben biologischen Ursprungs, insbesondere humane und tierische
Koérperflissigkeiten wie Blut, Plasma, Serum, Urin, Feces und
cerebrospinale Flussigkeit. Besonders geeignet ist die vorliegende
Erfindung zum Nachweis von Lentiviren, insbesondere HIV, in Blut, Plasma
oder Serum bzw. zur Aufreinigung von Nukleinséuren der Lentiviren aus

Blut, Plasma oder Serum.

Als Festphase kann erfindungsgemaR ein Material verwendet werden, das
an der Oberflache metallhydroxidische Gruppen tragt. Geeignete
Materialien sind z.B. Silikagel, Silikate, Metalloxide wie Eisenhydroxide ,
Hydroxylapatit oder Glas. Solche Festphasen kénnen z.B. pords oder
unpords sein, in Form von z.B. Partikeln, Fasern, Membranen, Filtern oder
einfach entsprechend modifizierte Gefasswande. Partikuldre Materialien
werden im allgemeinen bevorzugt, da sie eine gréssere Bindungskapazitit
und -kinetik insbesondere in grésseren Probenvolumina aufweisen.
Besonders bevorzugt werden magnetisierbare Partikel, da deren

Abtrennung aus einer Suspension einfach zu automatisieren ist. Eine
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erfindungsgeman besonders gut geeignete Festphase sind MagPrep®
Silica Partikel (Merck KGaA, Darmstadt).

Das erfindungsgeméfe Verfahren zur Isolierung von viralen Nukleinsduren
aus komplexen biologischen Proben umfaRt die folgenden Schritte:

a) |

Die biologische Probe wird durch Zugabe eines Viren-Bindepuffers auf
einen pH kleiner oder gleich 4 gebracht, mit der Festphase versetzt und fur
kurze Zeit inkubiert

Bevorzugt wird die Probe auf einen pH-Wert zwischen 1 und 3 gebracht.

Als Viren-Bindepuffer ist jeder wassrige Puffer geeignet, der die Probe nicht
unerwlinscht veréndert oder die Bindung derAVi’ren-PartikeI stort. Geeignet
sind beispielsweise Citrat- oder Essigsaure- Puffer oder eine verdiinnte
Saure wie 0,1 bis 0,3 molare Salzsaure. Besonders bevorzugt wird als
Viren-Bindepuffer verdlinnte Salzsaure verwendet.

Das Mischungsverhaltnis zwischen Probe und Viren-Bindepuffer solite
zwischen 1: 0,25 und 1:3, bevorzugt zwischen 1: 0,3 und 1: 2, besonders
bevorzugt zwischen 1: 0,5 und 1: 1,5 liegen. Besonders gute Ergebnisse

lassen sich mit einem Mischungsverhaltnis von 1:1 erzielen.

Die Menge der zugesetzten Festphase betragt bei partikuldren Materialien,
wie z.B. MagPrep® Silica Partikeln, typischerweise 5 bis 100 pl
Partikelsuspension (MagPrep® Silica Partikel: c= 50 mg/ml) pro ml Probe.

Es wurde gefunden, dass erst durch die Auswahl des geeigneten pH-
Wertes und des geeigneten Mischungsverhaltnisses zwischen Probe und
Bindepuffer eine optimale Bindung der Viren an die Festphase erreicht
wird. Dies wird durch die Beispiele 2 und 3 verdeutlicht. In Abhéngigkeit
von der Art der Probe, des Bindepuffers oder der Festphase kénnen die
optimalen Extraktionsbedingungen im angegebenen Rahmen leicht
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variieren. Die Bindung der Viren an die Festphase erfolgt dann
tberraschenderweise trotz der in der Probe enthaltenen Proteine,
insbesondere Glykoproteine, und anderen biologischen Materialien sehr
selektiv und effektiv.

Die Festphase kann vor oder bevorzugt nach Zugabe des Viren-
Bindepuffers oder zur gleichen Zeit wie der Bindepuffer zu der Probe
zugegeben werden. Die Mischung bzw. Suspension aus Festphase, Probe
und Viren-Bindepuffer wird dann kurze Zeit inkubiert. Zumeist sind 10
Minuten, bevorzugt 1 bis 5 Minuten ausreichend.

b)

Nach der Inkubation wird die Festphase mit den daran gébundenen Viren
von der Mischung abgetrennt. Dies kann z.B. je nach Eigenschaft der
Festphase durch Zentrifugation, Filtration, Anlegen eines magnetischen
Feldes oder sonétige physikalische Methoden erfolgen. Bevorzugt werden
erfindungsgeméfk magnetische Partikel verwendet, die mit Hilfe eines

Magnetfeldes abgetrennt werden.

c)

Anschlieend erfolgt der Nachweis der Viren. Dies kann nach
verschiedenen Methoden erfolgen, z.B. mittels immunologischer
Nachweismethoden oder durch Nachwesis der viralen Nukleinséuren.

Je nach beabsichtigter Nachweismethode kann der Festphase/Virus-
Komplex entweder direkt mit einem Lyse-Puffer A versetzt werden, der
Substanzen enthalt, die die Freisetzung der viralen Nukleinsduren und
wenn nétig deren nachfolgenden Aufreinigung erlauben oder der Komplex
kann in einem geeigneten Puffer aufgenommen werden, der beispielsweise
immunologische Nachweisreaktionen erlaubt.

Der Festphase/Virus-Komplex kann auch zun&chst als Zwischenschritt mit
einem geeigneten Puffer gewaschen werden.
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Die Lyse der an die abgetrennte Festphase gebundenen Viren und die
nachfolgende Aufreinigung der viralen Nukleinsauren kann nach bekannten
Methoden durchgefiihrt werden. Geeignete Methoden sind z.B. in US
5,234,809 (Bindung der Nukleinsauren an Silica-Festphasen unter
chaotropen Bedingungen) oder WO 99/40098 (Bindung der Nukleins&uren

an Festphasen unter sauren Bedingungen) beschrieben.

Im folgenden wird beispielhaft eine mégliche Verfahrensweise zur Lyse der
Viren und Aufreinigung der viralen Nukleinséuren beschrieben:

Die abgetrennte Festphase mit den daran gebundenen Viren kann
entweder direkt der Nukleins&ureisolierung zugefiihrt werden oder kann als
Zwischenschritt in einem Resuspensionspuffer aufgenommen werden. Ein
geeigneter Resuspensionspuffer kann im einfachsten Falle reines Wasser
sein oder aus einer dem Fachmann gelédufigen wéassrigen Pufferlésungen
bestehen wie z.B. Tris-HCI. Der Resuspensionspuffer kann Reagenzien

enthalten, die stérende Substanzen entfernen oder inaktivieren.

Anschlielend wird vorzugsweise ein die Viren lysierender und die freie
Nukleinséure bindender Puffer zugegeben, der ein chaotropes Salz wie
z.B. Guanidiniumthiocyanat in hochmolarer Konzentration (>2M) enthait
und ein nichtionisches Detergenz. Der Bindepuffer kann zudem Alkohol
enthalten. Die Suspension aus Bindepuffer und Partikeln wird gut
durchmischt und kurz inkubiert. Zumeist sind 1 bis 5 Minuten ausreichend.
Zur Isolierung und Aufreinigung der viralen Nukleins&uren aus dem
Gemisch wird die Festphase mit geeigneten Mitteln aus dem Gemisch
entfernt und der Uberstand verworfen.

Die Festphase wird gewaschen (z.B. mit 70%igen Ethanol) und die
Nukleinséuren mit einem Elutionspuffer (z.B. mit Tris-HCI pH 8,0)

freigesetzt.
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Die freigesetzten viralen Nukleinsduren kénnen dann direkt, ohne weitere
Reinigungsschritte z.B. den bekannten Nukleins&ureamplifikations-
techniken, wie z.B. Polymerase-Kettenreaktion (PCR), branched-DNA
Detection (bDNA) oder Nucleic Acid Sequence based Amplification
(NASBA) zugefuhrt werden.

Somit eréffnet das erfindungsgemaRe Verfahren erstmals die Méglichkeit,
Viren aus komplexen biologischen Proben mit Hilfe sehr einfacher
Techniken schnell und quantitativ zu isolieren. Auf diese Weise wird der
Nachweis von Lentiviren, insbesondere HIV, in komplexen biologischen
Materialien stark vereinfacht und die Nachweisempfindlichkeit
insbesondere bei Anreicherung aus grossvolumigen Proben erhoht. Wie in
Abbildung 4 dargestellt, weist die fuinffach verdiinnte Probe die gleiche
Signalstarke auf wie die unverdiinnte Probe der direkten Extraktion. Die
viralen Nukleinsduren kénnen demzufolge quantitativ und reprasentativ
isoliert werden und direkt zum Nachweis in geeigneten Verfahren
eingesetzt werden.

Das erfindungsgemafe Verfahren ist sehr empfindlich und kann auch von
Blutbanken, die aus mehreren Spenderproben Mini-Pools bilden, zum

Nachweis von Viren eingesetzt werden kann.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist weiterhin ein Test-Kit zur

Durchfiihrung des erfindungsgeméBen Verfahrens. Der Test-Kit enthalt

zumindest eine Festphase, bevorzugt eine Silica-Festphase, und einen

Virus-Bindepuffer.

Weitere optionale Bestandteile sind

- ein Reagenz zum Resuspendieren des Festphase/Virenpartikel-
Komplexes

- ein Reagenz zum Lysieren der Viren 4

- ein Reagenz zum Binden der freiwerdenden viralen Nukleinsauren an

die Festphase
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- ein Reagenz zum Waschen der an die Silica-Festphase gebundenen
Nukleinsauren

- ein Reagenz zum Abltsen der gebundenen viralen Nukleinséuren von
der Festphase

- eine Anleitung zur Durchfithrung des erfindungsgemaRen Verfahrens

Auch ohne weitere Ausfithrungen wird davon ausgegangen, daR ein Fach-
mann die obige Beschreibung im weitesten Umfang nutzen kann. Die
bevorzugten Ausfithrungsformen und Beispiele sind deswegen lediglich als
beschreibende, keineswegs als in irgendeiner Weise limitierende Offen-
barung aufzufassen. '

Die vollstandige Offenbarung aller vor- und nachstehend aufgefiihrten
Anmeldungen, Patente und Veréffentlichungen, insbesondere der
korrespondierenden Anmeldung DE 101 57 624, eingereicht am
28.11.2001, ist durch Bezugnahme in diese Anmeldung eingefiihrt.

Beispiele

1. Basisprotokolle zur Isolierung von viralen Nukleinséuren

500p! HIV positives Plasma (EDTA- oder Citrat-Plasma) werden mit 500l
0.2N HCl auf pH 2 eingestelit und dabei 1:1 verdiinnt. Nach Zugabe von
30pl Partikelsuspension (MagPrep® Silica, Merck KGaA) wird der Ansatz
gemischt und 2-3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Silica Partikel werden magnetisch abgetrennt und der Uberstand
verworfen.

Nachfolgend werden kann die adsorbierten Viren lysiert und virale RNA
durch beispielsweise folgende verschiedene Verfahren in geeigneter Weise
extrahiert werden.
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A) Die Silica Partikel werden in 400l Bindepuffer X (5M
Guanidiniumthiocyanat, 1% Triton X 100) resuspendiert und anschlieRend
mit 400ul Ethanol versetzt. Der Bindepuffer X enthalt zudem Silica Partikel
und eine interne Kontroll-RNA. Nach 10 Minuten Inkubation und
anschlielender Magnetisierung wird der Uberstand abgetrennt und die
Silica-Partikel mit 70%igem Ethanol zweimal géwaschen. Die Elution der
viralen RNA von den Partikeln erfolgt bei Inkubation in 10mM Tris/HCI pH
8,5 bei 80°C nach 10 Minuten.

B) Die Silica Partikel werden in 900ul Bindepuffer Y ( 100mM Acetat-Tris
pH 4.0, 0,5% NP40, 200mM Ammoniumsuilfat) resuspendiert. Der |
Bindepuffer Y enthalt zudem Silica Partikel und eine intere Kontroll-RNA.
Nach 10 Minuten Inkubation und anschlieRender Magnetisierung wird der
Uberstand abgetrennt und die Partikel mit Waschpuffer (10mM Tris-HCI pH
6.6; 0,5mg/ml Proteinase K ) zweimal gewaschen. Die Elution der viralen
RNA von den Partikeln erfolgt bei Inkubation in 10mM Tris/HCI pH 8,5 bei
80°C nach 10 Minuten. '

Die RNA der mittels Verfahrenvariante A) oder B) gewonnenen Eluate wird
durch RT PCR und geeigneter Gensonden amplifiziert und nachgewiesen
(z.B. mit Hilfe eines Thermocyclers wie der TagMan® der Firma Perkin

Elmer oder der LightCycIer.® der Firma Roche).

2. Auswirkung des pH-Wertes auf die Bindung von HIV an die Festphase
100ul HIV positives Plasma (200 Kopien) wird mit 400p! virusfreiem Plasma
gemischt und 1:1 in Wasser verdtinnt. Nach Zugabe der Festphase wird

der pH mit konzentrierter HCI auf den gewiinschten Wert eingestellt und die
viralen Partikel an die Festphase adsorbiert.

Die Silica Partikel werden wie in Beispiel 1 beschrieben abgetrennt, die
flussigen Uberstande verworfen, und die RNA extrahiert.
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Das Ergebnis dieses Beispiels ist in Fig.1 dargestelit. Die y-Achse zeigt den
prozentualen Anteil der nachgewiesenen Viren an, wobei das erreichte
Amplifikationssignal einer direkten RNA-Extraktion (ohne vorgeschaltete
Anreicherung der Virus-Partikel) aus der HIV-positiven Plasmaprobe
(100ul, 200 Kopien) gleich 100% gesetzt wurde.

3. Auswirkung des Mischungsverhéltnisses mit dem Bindepuffer auf die

Bindung von HIV an die Festphase

100p1 HIV positives Plasma (200 Kopien) wird mit 400ul virusfreiem Plasma
gemischt und in dem angegebenen Verhaltnis mit HCl saurem Wasser
verdiinnt, wobei sich ein pH-Wert von 2 einstellt. Wie in Beispiel 1
beschrieben, adsorbieren die viralen Partikel an die Festphase, die Silica
Partikel werden abgtrennt, die fliissigen Uberstande verworfen, und die
RNA extrahiert .

Das Ergebnis ist in Fig. 2 dargestellt. Die y-Achse zeigt den prozentualen

Anteil der nachgewiesenen Viren an, wobei das erreichte Amplifikations-
signal einer direkten RNA-Extraktion (ohne vorgeschaltete Anreicherung
der Virus-Partikel) aus der HIV-positiven Plasmaprobe (100ul, 200 Kopien)
gleich 100% gesetzt wurde. Auf der x-Achse bezeichnet ,n“ eine
unverdiinnte Probe. ‘ A

4. Mehrfachanalyse der Virusanreicherung aus 1 ml Plasma
Drei Ansétze zu je 100ul Plasma (Probe 2 - 4) mit HIV Partikeln (200
Kopien) werden mit 400pl virusfreiem Plasma gemischt und gemass dem

Basisprotokoll (Beispiel 1) an die Festphase adsorbiert. Die Silica Partikel
werden abgetrennt, die fliissigen Uberstinde verworfen, und die RNA
extrahiert. Das Ergebnis ist in Fig. 3 dargestellt. Die y-Achse zeigt den
prozentualen Anteil der nachgewiesenen Viren an, wobei das erreichte
Amplifikationssignal einer direkten RNA-Extraktion (ohne vorgeschaltete
Anreicherung der Virus-Partikel) aus der HIV-positiven Plasmaprobe
(100ul, 200 Kopien) gleich 100% gesetzt wurde.
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Anspriiche

1. Verfahren zum Nachweis von Lentiviren in komplexen biologischen

Proben, gekennzeichnet durch folgende Schritte

a) Ansduern der Probe mit einem Virus-Bindepuffer, wobei der pH-Wert
auf einen Wert von kleiner gleich 4 eingestellt wird und die Probe mit
dem Virus-Bindepuffer in einem Volumenverhaltnis (Probe :
Bindepuffer) zwischen 1: 0,3 und 1: 2 gemischt wird, Zugabe einer

- Festphase und Inkubation der Mischung;
b) Abtrennen der Feétphase mit den gebundenen Viren;
c) Nachweis der Viren.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt a)
die Probe mit dem Bindepuffer auf einen pH-Wert zwischen 1 und 3
angeséuert wird. ‘

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass in
Schritt a) die Probe mit dem Virus-Bindepuffer in einem Volumenverhaltnis
von Probe zu Bindepuffer von 1:0,5 bis 1:1,5 gemischt wird.

4. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass als Virus-Bindepuffer in Schritt a) wissrige Salzsaure
verwendet wird.

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, dass in Schritt a) als Festphase magnetische Silica-
Partikel eingesetzt werden.

6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, dass in Schritt ¢) der Nachweis der Viren durch
c1) Lyse der Viren

_c2) Isolierung der viralen Nukleinséuren aus dem Lysat
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c3) Nachweis der viralen Nukleinsauren

erfolgt.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die
Isolierung der viralen Nukleins&uren in Schritt ¢2) durch Bindung an eine
Festphase erfolgt.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet,
dass der Nachweis der viralen Nukleins&uren in Schritt ¢3) durch

Nukleinsdureamplifikationstechniken erfolgt.

9. Test-Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem oder mehreren
der Anspriiche 1 bis 8 zumindest enthaltend eine Festphase und einen

Virus-Bindepuffer.
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Fig. 2
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Fig. 3
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