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(57) Abstract: The invention relates to a method for highly enriching foetal cells as products, whereby after a sample of maternal
blood is taken and the centrifugation of blood fractions occurs, a cocktail of anti-bodies is added comprising anti-bodies anti.w,
anti-bodies Anti-r, which bond specifically to transferrin-receptor-molecules as antigens of the surfaces of precursor of red blood
cells containing a nucleus, and/or anti-bodies Anti-I, which bond specifically to antigen-I as antigens of the surfaces of precursor
cells of red blood cells containing a nucleus and/or anti-bodies Anti I plus, which bond specifically to an intracellular structure of
precursor foetal cells and/or the intracellular molecules of precursor foetal cells and/or membrane fragments of precursor foetal cells,
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- (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur hohen Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus, wobei
~~ nach einer Entnahme von miitterlichem Blut die Blutfraktion und Zentrifugation ein Antikoérper-Cocktail mit Antikérper Anti-w,
Antikorper Anti-r, die an Transferrin-Rezeptor-Molekiile als Antigene der Oberfldchen von kernhaltigen Vorlduferzellen roter Blut-
korperchen spezifisch binden, und Antikérper Anti-i, die an Antigen-i als Antigene der Oberflachen von kernhaltigen Vorlduferzellen
roter Blutkorperchen spezifisch binden und/oder Antikdrper Anti i plus, die an intracelluldren Strukturen von fetalen Vorlduferzel-
len und/oder der intracelluldren Molekiile von fetalen Vorlduferzellen und/oder Membranbruchstiicken von fetalen Vorlduferzellen
spezifisch binden, zugegeben und aus dem Zell-Ansatz fetalen Zellen mit 10° bis 107-facher Anreicherung abgetrennt werden.
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Beschreibung

Schonende Hochanreicherung von fetalen Zellen aus
peripherem Blut

und Verwendung derselben

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als
Erzeugnis aus, vorzugsweise peripherem, miitterlichem, Blut, wobei im_Schritt a)
nach einer Entnahme von miitterlichem Blut in Gegenwart von einer ein oder
mehrere Antikoagulatien enthaltenden Losung zur Bereitstellung einer Blutfrakti-
on das Blut mit einer isotonischen Losung verdiinnt sowie im Schritt b) die Blut-
fraktion zwecks Anreicherung einer Zellfraktion mit zellkernhaltigen fetalen Zel-
len zentrifugiert werden, die Verwendung der Erzeugnisse zur Behandlung von

Krankheiten und zur Bestimmung von Gen- und / oder Genomanalysen.

Im Stand der Technik sind Verfahren bekannt, die der Isolierung von fetalen
Zellen dienen. Diese werden anschliefend analysiert auf Genomdefekte, Erb-
krankheiten oder dergleichen. Die Isolierung der fetalen Zellen aus dem periphe-
ren Blut der Mutter ist erwiinscht, um unerwiinschte schwere Nachteile herkémm-
licher Verfahren zur moglichst frithzeitigen Erkennung vorhandener Krankheiten
oder Entwicklungsstérungen zu vermeiden zu verhelfen, da die auf Grundlage von
Amniocentese oder Chorionzottenbiopsie beruhenden herkémmlichen Methoden
das Risiko des Abortus und Infektionen nicht ausschliefen.
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Zudem ist es erwiinscht, fetale Zellen moglichst schonend zu gewinnen ohne
Verinderung ihrer Oberfliche, z.B. ohne Verdnderung der Primérstrukturen, Se-
kundirstrukturen und weiterer Strukturen der an der Oberfliche, in der Zellwand
bzw. Zellmembran angeordneten Verbindungen, deren Unverdnderbarkeit als Maf}
fiir die schonende Aufarbeitung der Zellen dienen kann.

Die isolierten fetalen Zellen und deren Genom kénnen zur Analyse von Erb-
schiden, wie Punktmutationen, Chromosomanomalien, Chromosomenaberationen
verwendet werden, ohne dass im Gegensatz zum Stand der Technik die Notwen-
digkeit besteht, zuvor Zellen aus den Fruchtwasser oder dem Gebédrmutterapparat

zu entnehmen, so dass die Risiken des Abortus ausgeschlossen werden konnen.

Die Ceramid-Verbindungen sind Oberflichenmolekiile von Vorlduferzellen
roter Blutzellen. Es wird angenommen, dass es wihrend der postnatalen Entwick-
lhuing zur Verzweigung der Polylactosaminoglycane kommt. Dieser Reifungsvor-
gang der Kohlenhydratketten, der sich auch in Vorstufen der Erythrocyten im
Knochenmark von Erwachsenen vollzieht, filhrt zur Verminderung der LactofN-
nor-hexaosyl-Ceramid-Verbindung als i-Antigen (oder auch Antigen—i genannt)
und zur Verstirkung der Lacto-N-iso-octaosyl-Ceramid-Verbindung als Antigen-I
oder auch [-Antigen genannt. Das Antigen-I ist folglich bei Geburten nur
schwach, wenn iiberhaupt, ausgebildet. Erst mit etwa 18 Monaten erreicht es die
Menge und Konzentration, die es beim Erwachsenen aufweist. Das i-Antigen ist
beim Neugeborenen voll ausgebildet. Es geht folglich in den ersten 18 Monaten

nach der Geburt verloren und wird durch Antigen-I ersetzt.
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Es besteht nunmehr das Bediirfnis, Verfahren bereitzustellen, welche eine
hohe Anreicherung von fetalen Zellen unter Beseitigung miitterlicher Blutzellen
und eine schonende Anreicherung derselben ermoglicht. Die DNA der hoch ange-
reicherten fetalen Zellen kann Aufschluf geben iiber die Primérstruktur bis Quar-
tarstrukturen der Gensequenzen, ohne dass die Analyseergebnisse durch Genom
der miitterlichen Blutzellen beeinflusst oder gar verdndert werden. Dariiber hinaus
besteht auch der Wunsch, rasch und jederzeit Erzeugnisse bzw. Zellen aus Foten
ohne unmittelbaren Eingriff in dieselben bereitzustellen, welche zur Behandlung
von Krankheiten, wie Erbkrankheiten, und deren Fritherkennung und Therapie

dienen konnen.

So wird in der US-PS 54 37 987 ein Verfahren beschrieben, bei welchem fe-
tale rote Blutzellen aus miitterlichem Blut angereichert werden und Komplexe aus
polyklonalen Antikorper und fetalen Zellen nach Zusatz des Antikorpers Anti-i
abgetrennt werden; hierbei binden die polyklonalen Antikorper an die Oberfl-

chenantigene i der fetalen Zellen.

Als Antikérper werden solche verwendet, deren Antigen-Bindungsregion mit
der Gal B-4-GlcNAc B-1-3-Gal B-1-4-GlcNAc B-1-3-Gal B-1-4-Glc-Kette des
Antigens als Antigen-Determinate spezifisch bindet. Dieser gegen die lineare
Kohlenhydratkette gerichtete Antikérper bendtigt mindestens zwei repetitierende
N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten zur Bindung. Die einfachste i-aktive Struktur ist
demnach Lacto-N-nor-hexaosyl-Ceramid. Der Antikorper, welcher sich an Lacto-
N-nor-hexaosyl-Ceramid oder Derivate desselben als Antigen zu binden vermag,

wird im Sinne der Erfindung Anti-i genannt.
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In dem herkémmlichen Verfahren werden zwecks Abtrennung des Antikor-
per-Antigen-Komplexes magnet-aktivierte Zellsortierungsverfahren angewendet,
die aber nur in wenig hinreichendem Ausmal die fetalen Zellen anzureichern
vermogen, da die fetalen Zellen in einem verschwindend geringen Verhéltnis und

AusmaB in dem Antikérper-Antigen-Komplex vorhanden sind.

Die gesuchten Zellen sind extrem selten in einem Uberschuf maternaler Zel-
len, so dass die fetalen Zellen nur in einem geringen Grad angereichert werden,
aber nicht bis zur Reinheit. Durch das Fehlen fetusspezifischer Eigenschaften der
bisher erhéltlichen Antikérper sind nennenswerte, sogenannte zelluldre Verunrei-
nigangen mit miitterlichen im wesentlichen Blutzellen nicht zu verhindern. Au-
Berdem ist mit magnet-aktivierten Zellsortierungsverfahren die Vereinzelung von

Zellen nicht moglich.

Aufgabe ist es auch folglich, ein schonendes Reinigungsverfahren bzw. ein
Anreicherungsverfahren darzustellen, welches einen hohen Anreicherungsgrad an
fetalen Zellen erméglicht. Diese fetalen Zellen konnen als Erzeugnisse in einem

Diagnostizierverfahren eingesetzt werden.

Die Aufgabe der Erfindung wird gelost durch den Hauptanspruch und den
Nebenanspruch. Die Unteranspriiche betreffen bevorzugte Ausgestaltungen und

Weiterentwicklungen der Erfindung.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur hohen Anreicherung von fetalen

Zellen als Erzeugnis aus, vorzugsweise peripherem, miitterlichem Blut, wobei im
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Schritt a) nach einer Entnahme von miitterlichem Blut in Gegenwart
von einer Antikoagulatien enthaltenden Losung zur Bereitstellung einer Blutfrak-

tion das Blut mit einer isotonischen Losung verdiinnt sowie

Schritt b) die Blutfraktion zwecks Anreicherung einer Zellfraktion mit zell-
kernhaltigen fetalen Zellen zentrifugiert werden, welches dadurch gekennzeichnet

ist, dass im

Schritt ¢) zu der Zellfraktion
ein Antikorper-Cocktail aus Antikdrpern des polyklonalen und / oder mo-
noklonalen Typs, vorzugsweise bei RT fiir 15 bis 30 min, noch mehr bevorzugt 10

bis 20 min, lang, welcher

Antikorper Anti-w, die an Antigene der intracelluldren Strukturen von wei-
Ben Blutkorperchen und / oder der intracelluldren Molekiile von weilen Blutkor-

perchen und / oder Oberflachen von weilen Blutkérperchen spezifisch binden,
und

Antikorper Anti-r, die an Antigene der intracelluldren Strukturen von kern-
haltigen Vorlduferzellen roter Blutkorperchen und / oder der intracelluléren Mole-
kiile von kernhaltigen Vorlduferzellen roter Blutkérperchen und / oder der Ober-
flachen von kernhaltigen Vorlduferzellen roter Blutkérperchen spezifisch binden,
enthilt,

zugegeben wird
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sowie man

Antikérper Anti-i des polyklonalen und / oder monoklonalen Typs, die an
Antigen-i als Antigene der Oberflichen von kernhaltigen Vorlduferzellen roter
Blutkorperchen spezifisch binden,

und / oder

Antikorper Anti i plus des polyklonalen und / oder monoklonalen Typs, die
an intracelluldren Strukturen von fetalen Vorlduferzellen und / oder der intracellu-
laren Molekiile von fetalen Vorliduferzellen und / oder Membranbruchstiicken von

fetalen Vorlduferzellen spezifisch binden, zugibt,

unter Bildung eines Zell-Ansatzes, welcher Antikérper-Komplexe enthalt,
die an fetale Zellen gekoppelte Antikorper Anti—t und Anti-i, und gegebenenfalls
Anti-i plus, umfassen,

und

Schritt d) aus dem Zell-Ansatz fetale Zellen mit an denselben gekoppel-
ten Antikoérpern Anti—r und / oder Antikérpern Anti-i, vorzugsweise und / oder
Antikérper Anti-i plus, aufgrund ihrer Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften,
den Eigenschaften von Oberflichen und von Zellinnerem sowie der GréBenvertei-
lung der fetalen Zellen mit 10° bis 10’-facher Anreicherung der fetalen Zellen,

vorzugsweise bis zur deren zelluldren Reindarstellung, abgetrennt wird.
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Ein Gegenstand der Erfindung bezieht sich auch auf eine Verwendung der
Zellfraktion als Erzeugnis, welches nach dem erfindungsgemiflen Verfahren her-
stellbar ist, zur Behandlung von Erbkrankheiten, vorzugsweise im fetalen Alter,

zum Einsatz in Diagnoseverfahren, durch beispielsweise Genomuntersuchung.

Fin weiterer Gegenstand der Erfindung umfasst fetale Zellen aus vendsem

Blut, welche herstellbar sind durch im

Schritt a Verdiinnung von nach einer Entnahme von miitterlichem be-
reitgestelltem Blut in Gegenwart von einer Antikoagulatien enthaltenden isotoni-

schen Losung zur Bereitstellung einer Blutfraktion sowie

Schritt b) Zentrifugation der Blutfraktion zwecks Anreicherung einer
Zellfraktion mit zellkernhaltigen fetalen Zellen,

Schritt ¢) Inkubation der Zellfraktion mit einem Antikérper-Cocktail
aus Antikorpern des polyklonalen und / oder monoklonalen Typs bei RT fiir 15

bis 30 min, vorzugsweise 10 bis 20 min, lang, welcher
Antikorper Anti-w, die an Antigene der intracellulidren Strukturen von wei-
Ben Blutkorperchen und / oder der intracelluldren Molekiile von weilen Blutkor-

perchen und / oder Oberflichen von weilen Blutkérperchen spezifisch binden,

und
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Antikorper Anti-r, die an Antigene der intracelluliren Strukturen von kern-
haltigen Vorlauferzellen roter Blutkérperchen und / oder der intracellulidren Mole-
kille von kernhaltigen Vorlduferzellen roter Blutkérperchen und / oder der Ober-
flichen von kernhaltigen Vorlduferzellen roter Blutkdrperchen spezifisch binden,
enthélt,

und mit

Antikérpern Anti-i des polyklonalen und / oder monoklonalen Typs, die an
Antigen-1 als Antigene der Oberfléchen von kernhaltigen Vorlduferzellen roter
Blutkorperchen spezifisch binden,

und / oder

Antikérpern Anti i plus des polyklonalen und / oder monoklonalen Typs,_die
an intracelluldren Strukturen von fetalen Vorlduferzellen und / oder der intracellu-
laren Molekiile von fetalen Vorliduferzellen und / oder Membranbruchstiicke von

fetalen Vorlauferzellen spezifisch binden,

unter Bildung eines Zell-Ansatzes aus Antikorper-Komplexen, welche an fe-

tale Zellen gekoppelte Antikorper Anti —r und Anti-i und / oder_Anti-plus umfas-

sen,

Schritt d Abtrennung fetaler Zellen mit den an denselben gekoppelten
Antikorpern Anti—r und Antikdrpern Anti-i, vorzugsweise und / oder Antikorper
Anti i plus, aus dem Zell-Ansatz aufgrund ihrer Streulicht- und Fluoreszenzeigen-
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schaften, den Eigenschaften von Oberflichen und von Zellinnerem sowie der
GroBenverteilung mit 10> bis 10’-facher Anreicherung der fetalen Zellen, vor-

zugsweise bis zur deren zelluldren Reindarstellung.

Im Sinne der Erfindung werden unter den intracelluléren Strukturen von

weillen Blutkérperchen oder von fetalen Vorlduferzellen z.B. Zellorganellen, wie

“ Mitochondrien, Endoplasmatisches Retikulum, und Zellkerne verstanden.

Im Sinne der Erfindung werden unter den intracellulédren Molekiilen von

weiBen Blutkdrperchen oder von fetalen Vorlduferzellen z.B. zellspezifische Pro-

dukte oder Verbindungen, beispielsweise Proteine, wie Enzyme, Proteinderivate,

wie fetales Hamoglobin, verstanden.

Im Sinne der Erfindung werden unter Antigenen der Oberflichen von kern-

haltigen Vorlduferzellen roter Blutkdrperchen z.B. Transferrin-Rezeptor-Molekiile

verstanden.

Im Sinne der Erfindung wird unter Zugeben bzw. Zugabe das Zusetzen

gleichzeitig oder nacheinander von Antikorper-Cocktail und Antikoérpern_Anti i
und Antik6érpern Anti i plus verstanden.

So kann beispielsweise nacheinander zuerst der Antikorper-Cocktail der
Zellfraktion zugesetzt, anschliefend die Antikdrper Anti i zugesetzt und dann die
Antikorper Anti 1 plus zugesetzt werden.

Ebenso ist es moglich, nacheinander zuerst den Antikérper-Cocktail der
Zellfraktion zuzusetzen und anschlieBend die Antikorper Anti i plus und dann die
Antikorper Anti i.
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Auch kann man gleichzeitig den Antikorper-Cocktail, die Antikérper Anti 1
und die Antikorper Anti i plus der Zellfraktion zusetzen.

Im Sinne der Erfindung wird unter Zugeben bzw. Zugabe das Zusetzen

gleichzeitig oder nacheinander von Antikérper-Cocktail auch verstanden, dass
beispielsweise

im Schritt ¢) zuerst der Antikorper-Cocktail als Mischung aus Antikorper
Anti-w und Antik6rper Anti-r der Zellfraktion zugegeben wird,

oder |

im Schritt ¢) zuerst der Antikdrper Anti-w der Zellfraktion und dann Anti-
kérper Anti-r zugegeben wird,

oder
im Schritt ¢) zuerst der Antikorper Anti-r der Zellfraktion und dann Antikor-

per Anti-w zugegeben wird.

Im Sinne der Erfindung wird unter Inkubation das Zusetzen gleichzeitig oder
nacheinander von Antik6rper-Cocktail und Antikérpern_Anti i und Antikérpern
Anti i plus, wobei

im Schritt ¢) zuerst der Antikérper-Cocktail als Mischung aus Antikérper
Anti-w und Antikérper Anti-r der Zellfraktion zugegeben werden oder

im Schritt ¢) zuerst der Antik6rper Anti-w der Zellfraktion und dann Anti-
korper Anti-r zugegeben werden oder

im Schritt ¢) zuerst der Antikérper Anti-r der Zellfraktion und dann Antikor-

per Anti-w zugegeben werden konnen.
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Im Schritt ¢) konnen die Zugaben des Antikorper-Cocktails, der Antikorper
Anti-i oder der Antikorper_Anti-i-plus oder Mischungen der Antikérper Anti-i o-
der der Antik6rper_Anti-i-plus gleichzeitig oder nacheinander erfolgen. Ebenso
kénnen Mischungen Antikorper Anti-i des polyklonalen und / oder monoklonalen
Typs und / oder Antikorper Anti i plus des polyklonalen und / oder monoklonalen
Typs enthalten.

In dem erfindungsgeméBen Verfahren wird aus miitterlichem, vorzugsweise
peripherem, wie vendsem und / oder arteriellem, Blut, beispielsweise aus der
Armvene, eine Blutfraktion entnommen und in ein Gefif} iiberfithrt, welches einen
oder mehrere herkommliche Komplexbildner als Antikoagulantien aufweist. Als
Komplexbildner kénnen Ethylendiamintetraessigsdure-Verbindungen, Heparin-,
Citronensédure-Verbindungen und / oder Salze derselben und / oder Derivate der-
selben Verwendung finden. Ethylendiamintetraacetat-Verbindungen bzw. deren
Derivate in fiir den Fachmann bekannten Konzentrationen dienen als geeignete
Gerinnungshemmer ohne Zwischenwirkungen bei den sich anschlieBenden Aufar-

beitungsschritten.

Unter fetalen Zellen, welche nach dem erfindungsgeméBen Verfahren ange-

reichert werden kénnen und anreicherbar sein konnen, werden im Sinne der Er-
findung fetale zellkernhaltige Vorlduferzellen der Erythrocyten verstanden. Die
anzureichernden fetalen Zellen haben einen Zellkern und einen Transferrin-

Rezeptor.

Unter Transferrin—Rezeptoren werden im Sinne der Erfindung solche Ver-

bindungen verstanden, die der Funktion des Eisen-Ubertriigers in die Zelle dienen
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und auf den Zelloberflichen der ausgereiftem Erythrocyten nicht mehr zu finden

sind. Transferrin ist ein Eisen-Ubertriger in die Zelle.

Die ausgerciften Zellen aus den Vorlduferzellen der roten Blutkdrperchen,
nédmlich die kernlosen Erythrocyten, weisen im wesentlichen keine Transferrin-
Rezeptoren auf ihrer Oberfliche auf.

Die Blutfraktion wird einem Dichtegradientenzentrifugationsschritt unter-
worfen. In dem Dichtegradientenverfahren konnen im wesentlichen die kernhalti-
gen fetalen Vorlduferzellen aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte von den ande-
ren Zellen aus der Fraktion angereichert werden, jedoch finden sich gleichfalls
auch in der Zellfraktion wegen der in allen Fraktionen auftretenden sogenannten

Schlierung Erythocyten.

Die kernhaltigen Zellen konzentrieren sich unter dem EinfluB der Schwer-
kraft entsprechend ihrer Dichte in einer Grenzschicht, auch buffy-coat-Schicht
genannt, zwischen der oberen Fraktion, dem verdinnten Blutplasma der Blutfrak-

tion, und der unteren Fraktion mit einem Anteil aus Saccharose als Kissen an.

Der Saccharose-Polymeren-Anteil kann beispielsweise ein synthetisches Po-
lymer aus Saccharose mit einem Molekulargewicht von 70.000 bis 400.000 Dal-
ton, vorzugsweise 400.000 Dalton, z.B. Ficoll, vorzugsweise kolloidales, Polyvi-
nylpyrrolidon beschichtete Silika Partikel, wie Percoll, oder dergleichen sein. Der
Saccharose-Polymeren-Anteil befindet sich in einer isotonischen Losung aus ge-
pufferter physiologischer Kochsalzlosung mit pH-Werten zwischen 7,2 bis 7.4,

vorzugsweise 7,2.
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Als Puffer konnen herkdmmliche Natriumchlorid enthaltende verwendet
werden, wie Kaliumphosphat- und / oder Natriumphosphatpuffer, NaH,PO,,
NazHPO, mit oder ohne NaNj.

So kann das Kissen aus isotonischer Saccharose-Polymeren-Losung mit der
Blutfraktion, gegebenenfalls nach deren vorhergehender Verdiinnung mit einem
Volumenverhéltnis von 1 : 1 (Vol:Vol) mit phosphatgepufferter Kochsalz-
Pufferlosung iiberschichtet werden; zu 1 Volumenteil Saccharose-Polymeren-
Losung werden 1 Volumenteil Blutfraktion gegeben.

Nach einer Zentrifugation von bis zu 60 min, vorzugsweise ca. 15 bis 60 sec,
noch mehr bevorzugt 45 sec, lang bei 800 x g sedimentieren die roten, aber physi-
kalisch dichteren Erythrocyten in das Saccharosekissen. Die weniger dichten
kernhaltigen fetalen Zellen sammeln sich als sogenannte buffy-coat-Schicht an der
Grenzschicht zwischen der verdiinnten oberhalb des Kissens sich befindlichen
Blutfraktion und dem dichteren unteren Kissen an. Die buffy-coat-Schicht, regel-
mifig sichtbar als weiler Ring, wird in ein GefiB tiberfiihrt, und die Zellfraktion
der buffy-coat-Schicht mit phosphatgepufferter Kochsalz-Pufferlosung gewa-

schen.

Dann wird die gewaschene Zellfraktion einer Antikérper-Inkubation zuge-
fithrt. Die Zellfraktion kann enthalten:

fetale zellkernhaltige Vorlauferzellen der roten Blutkdrperchen, welche i-
Antigen und Antigen-r und / oder Antigen-i-plus aufweisen,
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z.T. fetale rote zellkernlose Blutkérperchen, also ausgereifte, welche i-

Antigen und keine Transferrin-Rezeptoren enthalten,

z.T. maternale zellkernhaltige Vorlduferzellen der roten Blutkérperchen,

welche I-Antigen und die Transferrin-Rezeptoren aufweisen, und noch

z.T. maternale rote zellkernlose Blutkorperchen, also ausgereifte, welche I-

Antigen und keine Transferrin-Rezeptoren aufweisen.

Die aufgrund des Dichtegradientenverfahrens angereicherten kernhaltigen
Zellen der Zellfraktion weisen in der Regel eine hohe Anzahl an miitterlichen Zel-
len (1 bis 4 x 107 Zellen) im Vergleich zu 20 bis 50 fetalen Zellen in der Zellfrak-

tion auf.

In dem folgenden Anreicherungsschritt wird z.B. ein Antikorper-Cocktail
verschiedener Antikérper des monoklonalen Typs und / oder polyklonalen Typs
zugegeben, um einen Zell-Ansatz aus Antikorper-Komplexen bereitzustellen. So
kann auch im Schritt ¢) zuerst der Antikorper-Cocktail als Mischung aus Antikor-
per Anti-w und Antikorper Anti-r der Zellfraktion oder

im Schritt ¢) zuerst der Antikorper Anti-w der Zellfraktion und dann Anti-
korper Anti-r oder

im Schritt ¢) zuerst der Antikorper Anti-r der Zellfraktion und dann Antikér-

per Anti-w zugegeben werden.
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So kann ein Verfahren zur hohen Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeug-
nis aus, vorzugsweise peripherem, miitterlichem Blut, bereitgestellt werden, wobet

im

Schritt a) nach einer Entnahme von miitterlichem Blut in Gegenwart von
einer Antikoagulatien enthaltenden Losung zur Bereitstellung einer Blutfraktion das

Blut mit einer isotonischen Losung verdiinnt sowie

Schritt b) die Blutfraktion zwecks Anreicherung einer Zellfraktion mit zell-
kernhaltigen fetalen Zellen, vorzugsweise mittels Dichtegradienten, zentrifugiert

werden, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass im

Schritt ¢ zu der Zellfraktion ein Antikdrper-Cocktail aus Antikdrpern:
des polyklonalen und / oder monoklonalen Typs, vorzugsweise im UberschuB, bei
RT fiir 5 bis 30 min, vorzugsweise 10 bis 20 min, oder 5 oder 10 min, lang, welcher

Antikorper Anti-w, die an Antigene der Oberflichen von weilen Blutkdrper-

chen spezifisch binden konnen,

Antikorper Anti-r, die an Transferrin-Rezeptor-Molekiile als Antigene der
Oberflidchen von kernhaltigen Vorlduferzellen roter Blutkérperchen spezifisch bin-
den konnen, und / oder

Antikorper Anti-i, die an Antigen-i als Antigene der Oberflichen von kernhal-
tigen Vorlduferzellen roter Blutkdérperchen spezifisch binden, und vorzugsweise

Antikorper Anti i plus, die an Membranbruchstiicke von fetalen Vorlduferzel-

len spezifisch binden kénnen, enthilt,
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unter Bildung eines Zell-Ansatzes, welcher Antikérper-Komplexe enthlt, die
an fetale Zellen gekoppelte Antikorper Anti—r und Anti-i, und gegebenenfalls Anti-i
plus, umfassen konnen,

zugegeben wird, und

Schritt d aus dem Zell-Ansatz fetale Zellen mit an denselben gekoppel-
ten Antikorpern Anti—r und / oder Antikérpern Anti-i, vorzugsweise und / oder An-
tikérper Anti-i plus, aufgrund ihrer Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften, nach
den Eigenschaften von Oberflichen und / oder von Zellinnerem und / oder der Gro-
Benverteilung der fetalen Zellen mit 10° bis 10’-facher Anreicherung der fetalen

Zellen, vorzugsweise bis zur deren zelluldren Reindarstellung, abgetrennt wird.

Ebenso kann eine Verwendung der Zellfraktion als Erzeugnis bereitgestellt
werden, welches nach dem erfindungsgemiflen Verfahren herstellbar ist, zur Be-
handlung von Erbkrankheiten, vorzugsweise im fetalen Alter, zum Einsatz in Diag-

noseverfahren, durch beispielsweise Genomuntersuchung.

Ebenfalls konnen bereitgestellt werden fetale Zellen aus venésem Blut, her-

stellbar durch im

Schritt a) Verdiinnung von nach einer Entnahme von miitterlichem be-
reitgestelltem Blut in Gegenwart von einer Antikoagulatien enthaltenden isotoni-

schen Losung zur Bereitstellung einer Blutfraktion sowie
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Schritt b) Zentrifugation der Blutfraktion, vorzugsweise Dichtegradienten-
zentrifugatuion, zwecks Anreicherung einer Zellfraktion mit zellkernhaltigen feta-
len Zellen,

Schritt ¢) Inkubation der Zellfraktion mit einem Antikorper-Cocktail aus
Antikorpern des polyklonalen und / oder monoklonalen Typs bei RT fiir 5 bis 30
min, vorzugsweise 10 bis 20 min, oder 5 oder 10 min, lang, welcher

Antikorper Anti-w, die an Antigene der Oberflichen von weifien Blutkorper-
chen spezifisch binden kénnen ,

Antikorper Anti-r, die an Transferrin-Rezeptor-Molekiile als Antigene der
Oberflachen von kernhaltigen Vorlduferzellen roter Blutkérperchen spezifisch bin-
den konnen, und | ‘

Antikérper Anti-i, die an Antigen-i als Antigene der Oberfléchen von kernhal-
tigen Vorlauferzellen roter Blutkorperchen spezifisch binden kénnen, und / oder

Antikorper Anti i plus, die an Membranbruchstiicke von fetalen Vorlduferzel-
len spezifisch binden kénnen, enthélt,

unter Bildung eines Zell-Ansatzes aus Antikorper-Komplexen, welche an feta-
le Zellen gekoppelte Antikorper Anti —t und Anti-i und / oder Anti-i-plus umfassen

konnen, enthélt,

Schritt d) Abtrennung fetaler Zellen mit den an denselben gekoppelten
Antikérpern Anti-r und Antikérpern Anti-i, vorzugsweise und / oder Antikdrper
Anti i plus, aus dem Zell-Ansatz aufgrund ihrer Streulicht- und Fluoreszenzeigen-
schaften nach der Dichte, den Eigenschaften von Oberflichen und von Zellinnerem
sowie der GroBenverteilung mit 10° bis 10”-facher Anreicherung der fetalen Zellen,

vorzugsweise bis zur deren zelluldren Reindarstellung.
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Der Antikorper-Cocktail kann in einer Ausgestaltung des erfindungsgeméfien
Verfahrens Antikdrper des monoklonalen Typs und / oder polyklonalen Typs um-

fassen:

Antikorper Anti-w gegen Oberflachenantigene, die fiir weille Blutkorper-
chen, wie Leukocyten, Lymphocyten, spezifisch sind, und

Antikérper Anti-r gegen Oberflachenantigene, hier gegen die Transferrin-
Rezeptoren fiir rote noch kernhaltige Vorlduferzellen der roten Blutkorperchen

spezifisch sind

Antikdrper Anti-i gegen Oberflichenantigene, gegen das Antigen—i

und / oder

Antikérper Anti-i plus gegen Membranbruchstiicke von fetalen Vorléuferzel-
len, die fiir fetale zellkernhaltige Zellen spezifisch sind.

Aufgrund der Zugabe des Antikorper-Cocktails werden hierdurch kernhaltige
Leukocyten mit den Antikérpern Anti-w markiert, durch die Bindung der Antikor-
per Anti-w an weifie Blutkérperchen, wie Leukocyten, Lymphocyten, welche ver-

worfen werden.

In einem anderen Anreicherungsschritt des erfindungsgemifen Verfahrens
wird z.B. ein Antikorper-Cocktail verschiedener Antikorper des monoklonalen
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Typs und / oder polyklonalen Typs zugegeben, um einen Zell-Ansatz aus Antikor-

per-Komplexen bereitzustellen.

Der Antikorper-Cocktail des erfindungsgeméBen Verfahrens kann Antikér-
per des monoklonalen Typs und / oder polyklonalen Typs kann umfassen:

Antikorper Anti-w, die an Antigene der intracelluldren Strukturen von wei-
Ben Blutkérperchen und / oder der intracelluldren Molekiile von weilen Blutkor-
perchen und / oder Oberflichen von weien Blutkérperchen, wie Leukocyten,

Lymphocyten, spezifisch binden,
und

Antikorper Anti-r, die an Antigene der intracelluléren Strukturen von kern-
haltigen Vorlduferzellen roter Blutkérperchen und / oder der intracelluldren Mole-
kiile von kernhaltigen Vorlduferzellen roter Blutkdrperchen und / oder der Ober-
flachen von kernhaltigen Vorlduferzellen roter Blutkérperchen spezifisch binden,
z.B. die gegen Oberflachenantigene, wie gegen die Transferrin-Rezeptoren, fiir

rote noch kernhaltige Vorlduferzellen der roten Blutkérperchen spezifisch sind.

Die polyklonalen und / oder monoklonalen Antikdrper Anti-i gegen das An-

tigen—i

und



10

15

20

25

WO 02/08751 PCT/DE01/02723

20

polyklonalen und / oder monoklonalen Antikdrper Anti-i-plus, die an intra-
celluldren Strukturen von fetalen Vorlduferzellen und / oder der intracelluldren
Molekiile von fetalen Vorlduferzellen und / oder Membranbruchstiicke von fetalen
Vorlduferzellen spezifisch binden, die fiir fetale zellkernhaltige Zellen spezifisch

sind,

konnen zu dem Antikorper-Cocktail zugegeben werden, bevor dieser mit zu
der Zellfraktion zugesetzt wird, wenn beispielsweise deren gleichzeitige Inkubati-
on mit der Zellfraktion erfolgen soll.

Ebenso konnen nur die Antikérper Anti-i zu dem Antikorper-Cocktail zuge-
geben werden, wenn beispielsweise die Inkubation mit der Zellfraktion gleichzei-
tig erfolgen soll. Ebenfalls kénnen nur die Antikdrper Anti-i plus zu dem Antikor-
per-Cocktail zugegeben werden, wenn beispielsweise die Inkubation mit der Zell-

fraktion gleichzeitig erfolgen soll.
Bei einer Inkubation, welche nacheinander erfolgen kann, kénnen
zu der Zellfraktion zuerst der Antikérper-Cocktail, anschlieBend nach der

Inkubation der Zellfraktion mit dem Antikorper-Cocktail die Antikérper Anti-i
plus oder die Antikérper Anti-i zu Zellfraktion-Antikérper-Cocktail zugegeben

werden

oder
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zu der Zellfraktion zuerst der Antikorper-Cocktail, anschlieBend nach der
Inkubation der Zellfraktion mit dem Antikérper-Cocktail die Antikorper Anti-i
zusammen mit Antikorper Anti-i plus zu Zellfraktion-Antikdrper-Cocktail zugege-

ben werden.

Weiterhin werden fetale, kernlose rote Blutkérperchen durch die Bindung
der Antikérper Anti-i an das Antigen—i markiert, welche verworfen werden kon-

nen.

Weiterhin werden die anzureichernden fetalen noch kernhaltigen Vorldufer-

zellen der roten Blutkérperchen

durch die Bindung der Antikorper Anti-r wegen deren Bindung z.B. an Anti-
gene der intracelluldren Strukturen von kernhaltigen Vorlduferzellen roter Blut-
korperchen und / oder Antigene der intracelluldren Molekiile von kernhaltigen
Vorlauferzellen roter Blutkdrperchen und / oder Antigene der Oberflichen von
kernhaltigen Vorlduferzellen roter Blutkorperchen spezifisch binden, wie an die
Transferrin-Rezeptoren bzw. deren Bindung an Antigene der Oberflichen, die
spezifisch fiir kernhaltige Vorlduferzellen roter Blutkorperchen sind,

und

durch die Bindung der Antikorper Anti-i an das Antigen—i

und / oder

gegebenenfalls, um vorzugsweise die spezifische Anreicherung der fetalen

Zellen noch zusehends erhdhen zu kénnen,
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durch die Bindung der Antikdrper Anti i plus an intracelluldre Strukturen,
welche fiir fetale Vorlauferzellen und / oder der intracellulidre Molekiile von feta-
len Vorlduferzellen und / oder Membranbruchstiicke von fetalen Vorlduferzellen

spezifisch binden, markiert.

So kann die anzureichernde fetale noch kernhaltige Vorlduferzelle eines ro-
ten Blutkdrperchens beispielsweise an und / oder auf ihrer Oberflache sowohl An-
tikorper Anti-i und Antikorper Anti-r aufweisen. Ebenso kann die anzureichernde
fetale noch kernhaltige Vorlauferzelle eines roten Blutkérperchens beispielsweise
an und / oder auf ihrer Oberfliche sowohl Antikorper Anti-i, Antikorper Anti-r

und Antikérper Anti-i plus aufweisen, um beispielsweise in dem nachfolgenden
Schritt d) die spezifische zelluldre Abtrennung zu erhéhen.

Die maternalen ausgereiften Erythrocyten konnen wegen Mangels an Trans-
ferrin-Rezeptoren und Antigen—i und / oder Antigen-i-plus nicht durch die Anti-
korper Anti-w, Anti-r, Anti-i und / oder Anti i plus markiert werden bzw. an diese

konnen die Antikorper Anti-w, Anti-r, Anti-i und / oder Anti i plus nicht spezi-

fisch binden, welche verworfen werden sollen.

In einer besonderen Ausgestaltung des erfindungsgeméfen Verfahrens bzw.
der Darstellung erfindungsgemiBer fetaler Zellen kann ein weiterer Zwischen-
schritt vor dem Verfahrensschritt d) durchgefiihrt werden: dieses Verfahren der
magnetischen An- bzw. Abreicherung von Zellen verwendet kommerziell erhaltli-
che Antikorper, die z.B. teilweise unter die beschriebenen Antikorper Anti-r und
Anti-w fallen; jedoch kénnen in diesem Verfahren nicht die Antikérper der Spe-

zies Anti-i bzw. Anti-i-plus enthalten sein. Durch die zuséitzliche Verwendung
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eines magnetaktivierten Zellsortierungsverfahren mit Antikorpern der oben ge-
nannten Art, z.B. Anti-w sowie Anti-r, nach einer Zentrifugation kann das erfin-
dungsgemife Verfahren zeitlich bei der Sortierung beschleunigt werden. Auch die
Verwendung der magnetaktivierten Zellsortierung ermdglicht in Kombination mit
den o.g. Verfahrensschritten des erfindungsgeméBen Verfahrens bzw. mit den der
Darstellung erfindungsgeméBer fetaler Zellen die Beschleunigung der Reinigung
fetaler Zellen.

In einem weiteren Verfahrensschritt wird der Zell-Ansatz Durchfluf-
Cytometer-Verfahren unterworfen. Bei diesen Verfahren kénnen verschiedene
mittels Antikorper markierten Zellen auf Grundlage der den markierten Antikor-
pern und den Zellen zu eigenen unterschiedlichen Lichtstreuungs- und / oder ver-
schiedenen emitierten Fluoreszenzeigenschaften unterschieden und voneinander

getrennt werden.

Die entsprechend mit Antikérper markierten Zellen werden im Mantelstrom-
verfahren als Einzelzellsuspension in einer Melkammer mit Laserlicht angeregt
und das Licht anschlieBend mittels Durchlicht-, Streulicht- und Fluoreszenzdetek-
toren charakterisiert. Weiterhin passiert der Fliissigkeitstrom Ablenkplatten, und
die unter Mithilfe der oben angegebenen Figenschaften als fetal charakterisierten
Zellen erhalten einen elektrischen Impuls, der sie seitlich aus dem Fliissig-
keitstrahl ablenkt. Hiermit lassen sich die fetalen Zellen bis zur Reinheit unter
anderem als Einzelzellen in entsprechenden Behiltnisse wie z.B. Microtiterplatten

sortieren.
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Aufgrund des Durchflu-Cytometerverfahrens werden fetale Erythrocyten-
Vorlduferzellen als fetale Zellen mit dem Oberflichenantigen i und / oder Ober-

flichenantigen i plus in hinreichender Weise schonend angereichert.

Die Antikérper des polyklonalen und / oder monoklonalen Typs kénnen
durch aus Zellen, Geweben oder Organen isolierte oder rein dargestellte, wie nati-

ve, Antigene, und / oder durch chemisch synthetisierte Antigene induziert werden.

Die fiir den Antikérper-Cocktailschritt bereitzustellenden Antikdrper sind

z.B. solche, die

als Anti-i spezifisch mit Lacto-N-nor-hexaosyl-Ceramid-Verbindungen des
nativen Typs (aus Zellen isolierbaren) und /oder des synthetischen Typs (che-
misch herstellbar) oder mit Derivaten derselben des nativen Typs (aus Zellen iso-

lierbaren) und /oder des synthetischen Typs (chemisch herstellbar) und / oder

als Anti i plus spezifisch mit intracelluldren Strukturen von fetalen Vorléu-
ferzellen und / oder der intracellulidren Molekiile von fetalen Vorlduferzellen und /
oder Membranbruchstiicken von fetalen Vorlduferzellen der roten Blutkdrperchen

71l reagieren vermogen.
Die Antik6rper mit Spezifitét fiir Anti-i konnen der [gM-Klasse angehoren.

Unter einem Antikorper wird im Sinne der Erfindung auch verstanden, sol-

cher, welcher mit dem Antigen i spezifisch reagieren kann. Spezifische Antikorper
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kénnen Immunglobuline darstellen, die als Ergebnis antigener Stimulation produ-

ziert werden.

Die polyklonalen Antikorper konnen herstellbar sein aus Wirbeltieren jegli-
cher Spezies, wie Pferden, Schafen, Méusen und / oder Kaninchen oder derglei-
chen. Die monoklonalen Antikérper koénnen herstellbar sein aus z.B. B-
Lymphocyten von Wirbeltieren jeglicher Spezies, wie Pferden, Schafen, Mausen

und / oder Kaninchen oder dergleichen.

Im Sinne der Erfindung werden auch unter monoklonalen Antikorper solche
Immunglobuline verstanden, welche spezifisch nur gegen eine einzige antigene
Determinante, wie der Lacto-N-nor-hexaosyl-Ceramid-Verbindungen und /oder
Derivate derselben, welche chemisch synthetiert oder aus Zellen nativ rein dar-

stellbar sein konne, gerichtet sind.

Die monoklonalen Antikérper Anti-w, Anti-r, und Anti-i, Anti-i plus sind

mit herkoémmlichen Hybridomtechniken synthetisierbar. Hierbei wird ein einziger
Antikorper-produzierender B-Lymphocyt in Kultur kloniert, so dass monoklonale
Antikorper Anti i, Anti-r oder Anti-w oder Anti-i plus in groen Mengen erhalten
werden kénnen. Z.B. werden die B-Lymphocyten einer gegen die Lacto-N-nor-
hexaosyl-Ceramid-Verbindung als Antigen immunisierten Maus mit Zellen eines
unbegrenzt teilungsfihigen B-Lymphocytentumors fusioniert. Aus den entstande-
nen Fusionsprodukten werden durch Verwendung herkémmlicher Selektionsme-
dien diejenigen Hybridzellen selektioniert, die einerseits z.B. den Antikérper Anti-
i produzieren und andererseits die Fahigkeit erworben haben, sich in Kultur unbe-

grenzt zu teilen. Jede einzelne dieser hybridomen Zellen ist Ausgangspunkt eines
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individuellen Zellklons, der permanent wéchst und dabei einen bestimmten mo-

noklonalen Antikdrper herstellt.

Die monoklonalen Antikorper Anti-w, Anti-r, Anti-i und / oder Anti-i plus
konnen gleichzeitig mit Fluorescein-Isothiocyanat-Verbindungen (FITC), PE oder
dergleichen zur Bereitstellung von fluorochromen Antikorpern gekoppelt sein.
Auch bei groBer Verdiinnung sind die Antikérper, welche an dem Antigen kop-
pelbar sind, aufgrund der Fluoreszenzmarkierung feststellbar und erhohen die
Ausbeute der Zellsortiererverfahren.

Als Antikérper Anti-w, Antikérper Anti-r, Antikérper Anti-i, Antikérper An-

ti-i plus konnen auch polyklonale verwendet werden, welche in Wirbeltieren wie
Séugern, wie Méausen, Ratten, Kaninchen, Schafen, Pferden usw., nach dem Fach-
mann bekannten Methoden induziert und isoliert werden konnen. So kann z.B. der
Antikérper Anti-i durch Zugabe von Lacto-N-nor-hexaosyl-Ceramid-Verbindung
des nativen und / oder synthetischen Typs und / oder deren Derivaten des nativen
und / oder synthetischen Typs in Wirbeltieren, z.B. Séugern, wie Miusen, Ratten,
Kaninchen, Schafen, Pferden usw., nach den dem Fachmann bekannten Methoden

induziert und isoliert werden.

Ebenso konnen polyklonale Antikoérper Anti-i plus eine Mischung aus ver-
schiedenen Spezies von Antikérpern sein, wobei diese durch Verabreichung von
intracelluldren Strukturen von fetalen Vorlduferzellen und / oder der intracelluld-
ren Molekiile, welche fiir fetale Vorlduferzellen spezifisch sind, und / oder Memb-
ranbruchstiicken, welche fiir fetale Vorliduferzellen spezifisch sind, zum Beispiel

Membranbruchstiicken fetaler, vorzugsweise kernhaltiger, Zellen, wie fetaler Vor-



10

15

20

25

WO 02/08751 PCT/DE01/02723

27

lauferzellen der roten Blutkorperchen, in Wirbeltieren, z.B. Saugern, wie Méusen,
Ratten, Kaninchen, Schafen, Pferden usw., induziert und angereichert oder rein
auf herkommliche Weise dargestellt sein kénnen. Die Mischung kann z.B. eine
Spezies als Antikorper sein, welche spezifisch gegen Antigen—i ist bzw. mit Anti-
gen-i bindet und eine oder weitere Spezies enthalten, die spezifisch an ein Ober-
flaichenmolekiil bzw. an Oberflichenmolekiilen der Membranbruchstiicke fetaler
Zellen, wie fetaler Vorlauferzellen der roten Blutkorperchen, zu binden bzw. mit

diesen zu reagieren vermogen.

Der Antikorper-Cocktail kann Fluorescein-, Phycoerythrin und / oder Peridi-
nin Chlorophyll Protein (PerCP) markierte Antikérper (20 ul je Antikorper) des
monoklonalen Typs, des polyklonalen Typs oder Mischungen derselben mit 0,1
bis 10,00 pg, vorzugsweise 0,2 bis 5,0, noch mehr bevorzugt 0,2 pg, Protein / ul
Antikorper- Cocktail, vorzugsweise in PBS, enthalten.

Als Antikorper kann der Antikérper-Cocktail enthalten zur gleichzeitigen In-
kubation mit der Zellfraktion:

20 pl Antikorper Anti-w mit 0,1 bis 10,00 pg, vorzugsweise 0,2 bis 5,0,
noch mehr bevorzugt 0,2 pg, Protein / pl Antikorperlosung, vorzugsweise in PBS,
die an Antigene der Oberfliche von weilen Blutkorperchen spezifisch binden,

20 pl Antikdrper Anti-r mit 0,1 bis 10,00 pg, vorzugsweise 0,2 bis 5,0, noch
mehr bevorzugt 0,2 pg, Protein / pl Antikérperlosung, vorzugsweise in PBS, die
an Antigene der Oberflichen von kernhaltigen Vorlduferzellen roter Blutkorper-

chen spezifisch binden, und
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20 wl Antikorper Anti-i mit 0,1 bis 10,00 ug, vorzugsweise 0,2 bis 5,0, noch
mehr bevorzugt 0,2 ug, Protein / pl Antikérperlosung, vorzugsweise in PBS, die

an das fetale Antigen-i auf roten Vorlduferzellen spezifisch binden.

Das Mischungsverhiltnis von Antikérper-Cocktail zu Zell-Ansatz kann
betragen 0,1 bis 100,0 ul, vorzugsweise 10,0 bis 60,0 pl, vorzugsweise 20,0 bis
40,0 ul noch mehr bevorzugt 20,0 pl, Antikorper-Cocktail zu im wesentlichen
10°- 10° , vorzugsweise 107 zellkernhaltigen Zellen im Zell-Ansatz.

In einem weiteren bevorzugten Ansatz kann der Antikoérper-Cocktail enthal-

ten zur gleichzeitigen Inkubation mit der Zellfraktion:

20 pl Antikorper Anti-w mit 0,1 bis 10,00 pg, vorzugsweise 0,2 bis 5,0,
noch mehr bevorzugt 0,2 pg, Protein / ul Antikérperlosung, vorzugsweise in PBS,
die an Antigene der Oberfldche von weilen Blutkdrperchen spezifisch binden,

20 ul Antikorper Anti-r mit 0,1 bis 10,00 pg, vorzugsweise 0,2 bis 5,0, noch
mehr bevorzugt 0,2 pg, Protein / pul Antikorperlosung, vorzugsweise in PBS, die
an Antigene der Oberflichen von kernhaltigen Vorlduferzellen roter Blutkdrper-

chen spezifisch binden, und

20 ul Antikorper Anti-i mit 0,1 bis 10,00 pg, vorzugsweise 0,2 bis 5,0, noch
mehr bevorzugt 0,2 pg, Protein / pl Antikérperldsung, vorzugsweise in PBS, die

an das fetale Antigen-i auf roten Vorlduferzellen spezifisch binden,
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und / oder

Antikorper Anti-i plus mit 0,1 bis 10,00 pg, vorzugsweise 0,2 bis 5,0, noch
mehr bevorzugt 0,2 pg, Protein / pl Antikdrperldsung, vorzugsweise in PBS, ge-
gen, vorzugsweise auch Antigen-i auf der Membranoberfliche enthaltende,
Membranbruchstiicke von fetalen roten Vorlduferzellen, die fiir fetale zellkernhal-
tige Zellen spezifisch sind.

Gleichfalls kénnen die Antikérper in den oben angegebenen Konzentratio-
nen und Mengenverhéltnissen auch nacheinander zu der Zellfraktion zugegeben
werden; beispielsweise als Zugaben
im Schritt ¢) zuerst der Antikorper-Cocktail als Mischung aus Antikérper Anti-w
und Antikérper Anti-r und

dann Anti-i und / oder Anti-i-plus,

oder
im Schritt ¢) zuerst der Antikérper-Cocktail als Mischung aus Antikérper Anti-w
und Antikorper Anti-r und

dann Anti-i-plus und / oder Anti-i,

oder
im Schritt ¢) zuerst der Antikorper Anti-w und dann Antikérper Anti-r,

dann Anti-i und / oder Anti-i-plus,
oder
im Schritt ¢) zuerst der Antikorper Anti-w und dann Antikérper Anti-r,
dann Anti-i-plus und / oder Anti-i,
oder

im Schritt ¢) zuerst der Antikérper Anti-r und dann Antikoérper Anti-w
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dann Anti-i und / oder Anti-i-plus,
oder

im Schritt ¢) zuerst der Antikorper Anti-r und dann Antikérper Anti-w,
dann Anti-i-plus und / oder Anti-1.

Die Antikérper Anti-i plus kénnen spezifisch reagieren mit Antigen-i; ebenso
kann Antikorper Anti-i plus eine Mischung aus verschiedenen Spezies von Anti-
koérpern sein, wobei z.B. der eine Antikorper spezifisch gegen Antigen—i und wei-
tere Antikorper spezifisch an Oberflichenmolekiilen der Membranbruchstiicke
fetaler Zellen, wie fetaler Vorlduferzellen der roten Blutkdrperchen, zu binden
bzw. mit diesen zu binden vermogen. Auch in dieser besonderen Ausgestaltung
des erfindungsgeméBen Verfahrens kann das Mischungsverhéltnis von Antikérper-
Cocktail zu Zell-Ansatz 0,1 bis 100,0 ul, vorzugsweise 10,0 bis 60,0 ul, vorzugs-
weise 20,0 bis 40,0 pl noch mehr bevorzugt 20,0 ul, Antiksrper-Cocktail zu 10°-
10° , vorzugsweise 107 zellkernhaltigen Zellen, im Zell-Ansatz betragen.

Die Lacto-N-nor-hexaosyl-Ceramid-Verbindung ist eine natiirlich vorkom-
mende Substanz und ein Oberflichenantigen, die entweder aus Vorlduferzellen als
Verbindung des nativen Typs isolierbar oder rein darstellbar bzw. als Verbindung
des synthetischen Typs chemisch sythetisierbar sein kann und ein Indikator fiir
fetale Zellen ist, welche bei gesunden erwachsenen Menschen im Blut nicht nach-
gewiesen werden kann. Lacto-N-nor-hexaosyl-Ceramid-Verbindung wird in der
Regel mit der Bezeichnung i bezeichnet. Es handelt sich um eine Kette aus Zu-
ckermolekiilen, welche eine lineare, unverzweigte Kohlenhydratkette ist aus sich
wiederholenden N-Acetyllactosamin-Finheiten. Das einfachste i-aktive Glu-
cosphingolipid ist Lacto-N-nor-hexoosyl-Ceramid.



10

15

20

25

WO 02/08751 PCT/DE01/02723

31

Ebenso ist es moglich, Antikérper in dem Antikérper—Cocktail einzusetzen,
welcher als gegen Lacto-N-iso-octaosyl-Ceramid-Verbindungen und / oder gegen

deren Derivate spezifisch reagiert.

Da bei gesunden erwachsenen Personen das Antigen i auf Zellen der E-
rythropoese, also Lacto-N-nor-hexaosyl-Ceramid-Verbindung, nicht nachzuwei-
sen ist, ist dieses Antigen i ein geeigneter fetaler Marker fiir Zellen des peripheren
Blutes. Alle Versuche zeigen, dass Erwachsene kein Antigen i auf Zellen der E-
rythropoese aufweisen, wohl aber Feten, Neugeborene und Kleinkinder, aber auch

im Blut schwangerer Frauen ist Antigen 1 als Oberfldchenverbindung zu finden.

Die in dem Antikorper-Cocktail enthaltenen Antikdrper sind monoklonale
Antikorper mit einheitlicher Monospezifitit. Diese monoklonalen Antikorper wer-
den nach herkémmlichen dem Fachmann bekannten Schritten synthetisiert. Da das
Antigen i als Zuckermolekiil begrenzte immunogene Wirkung haben kann, werden
wie folgt Antikérper gegen das Antigen i in einem Versuchstier hergestellt:

1. Gegen die native Form der humanen Lacto-N-nor-hexaosyl-Ceramid-

Verbindung

Hierzu werden reine Zellen aus dem Blut eines Neugeborenen mittels eines
herkémmlichen Hochleistungszellsortierer auf zeitraubende Weise (z.B. Becton
Dickinson, Vantage SE) isoliert, die i als das Antigen Lacto-N-nor-hexaosyl-
Ceramid-Verbindung auf der Oberfliche der Zellen aufweisen. Diese Zellen wer-

den sowohl fiir die Produktion von polyklonalen Antiseren, z. B. in Kaninchen,
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als auch fiir die Produktion von monoklonalen Antikérpern, z. B. in der Maus,
benutzt.

2. Ebenso ist es moglich, Antikorper gegen die chemisch synthetisierte Form
des Antigens i Lacto-N-nor-hexaosyl-Ceramid-Verbindung herzustellen nach dem
Fachmann bekannten Methoden, wobei Antigen 1 in Reinform hergestellt und wie

unter 1. beschrieben verwendet werden kann.

Die Vorteile des erfindungsgeméBen Verfahrens im Gegensatz zu dem her-

kommlichen Verfahren sind unter anderem,

die Moglichkeit der Anreicherung fetaler Zellen ohne Verunreinigungen mit

miitterlichen Zellen,

die Isolierung der fetalen Zellen aus dem, vorzugsweise peripheren, miitterli-
chen Blut durch einfache Venenpunktion ohne Gefahr der Infektion der Bauch-
hohle,

die Bereitstellung von nach dem erfindungsgemafBen Verfahren bereitgestell-
ten Zellen zur Verwendung in Priifverfahren der Gensequenzen, zur Behandlung
von Krankheiten, zur pranatalen Priifung, beispielsweise auf Erbschiden, wie
Punktmutationen, Chromosomanomalien, Aneuploidien, ohne dass die Notwen-
digkeit besteht, Zellen aus den Fruchtwasser oder dem Gebédrmutterapparat zu ent-

nehmen,
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die Bereitstellung von Zellen zur Verwendung in
Fritherkennungsuntersuchungen  zur moglichst  frithzeitigen  Erkennung
vorhandener Krankheiten oder Entwicklungsstorungen, unter Wegfall
risikobehafteter ~ Verfahren, 2z.B. Ammniocentese, Chordocentese oder
Chorionzottenbiopsie, sowie

die Verringerung der Risiken von Abortus.
Ausfithrungsbeispiele

Bevorzugte Ausgestaltungen und Weiterbildungen der erfindungsgemifien
Lehre werden im iibrigen in Verbindung mit den Erléuterungen der bevorzugten

Ausfiithrungsbeispiele in schematischer, stark vergroBerter Weise erlautert:

Entnommenes vendses miitterliches Blut wird in einer Antikoagulatien ent-
haltenden isotonische Phosphatpufferlosung pH 7,2, 0,9 % (w/v) NaCl, 150 mM
NaH,P0O4/Na;HPO,, vorzugsweise mit NaN3 zur Konservierung, (PBS) bei 25°
Celsius verdiinnt zur Bereitstellung einer Blutfraktion. Die Blutfraktion wird bei
800 x g fiir 45 sec lang zwecks Anreicherung der Zellfraktion mit kernhaltigen
fetalen Zellen als buffy-coat-Schicht bei Raumtemperatur zentrifugiert werden.

Dann wird die weiBliche buffy-coat-Schicht als Zellfraktion (z.B. 1 -4 x 10’
Zellen) mit einem Antikdrper-Cocktail aus Antikdrpern des monoklonalen Typs
bei Raumtemperatur fiir 20 min lang inkubiert zur Darstellung des Zell-Ansatzes.
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Der Antik6rper-Cocktail enthilt Fluorescein-, Phycoerythrin und / oder Peri-
dinin Chlorophyll Protein (PerCP) markierte Antikérper (20 pl je Antikorper) des
monoklonalen Typs mit 0,2 pg Protein / pl Antikorper- Cocktail in PBS.

Als Antikérper enthdlt der Antikorper-Cocktail in einem Ausfithrungsbei-
spiel zur gleichzeitigen Inkubation mit der Zellfraktion:

20 pl Antikérper Anti-w mit 0,2 pg Protein / pl Antikérperlosung, vorzugs-
weise in PBS, die an Antigene der Oberfliche von weilen Blutkorperchen spezi-
fisch binden,

20 pl Antikoérper Anti-r mit 0,2 pg Protein / pl Antikorperldsung in z.B.
PBS, die an Antigene der Oberflichen von kernhaltigen Vorléuferzellen roter
Blutkorperchen spezifisch binden, und

20 pl Antikérper Anti-i mit 0,2 pg Protein / ul Antikérperldsung, vorzugs-
weise in PBS, die an das fetale Antigen-i auf roten Vorlduferzellen spezifisch bin-

den.

Das Mischungsverhiltnis betréigt 20,0 pl, Antikorper-Cocktail zu 10°- 10° ,
vorzugsweise 107 zellkernhaltigen Zellen im Zell-Ansatz.

In einem weiteren Ansatz eines Ausfithrungsbeispiels enthélt der Antikérper-
Cocktail zur gleichzeitigen Inkubation mit der Zellfraktion:
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20 ul Antikorper Anti-w mit 0,2 pug Protein / pl Antikérperlésung, vorzugs-
weise in PBS, die an Antigene der Oberfldche von weiflen Blutkdrperchen spezi-
fisch binden,

20 pl Antikérper Anti-r mit 0,2 pg Protein / pl Antikdrperlosung, vorzugs-
weise in PBS, die an Antigene der Oberflichen von kernhaltigen Vorlduferzellen

roter Blutkérperchen spezifisch binden, und

20 ul Antikorper Anti-i mit 0,2 ug Protein / pl Antikérperldsung, vorzugs-
weise in PBS, die an das fetale Antigen-i auf roten Vorlduferzellen spezifisch bin-

den, und / oder

20 pl Antikorper Anti-i-plus mit 0,2 pg Protein / pl Antikérperlésung, vor-
zugsweise in PBS gegen, vorzugsweise auch Antigen-i auf der Membranoberflé-
che enthaltende, Membranbruchstiicke von fetalen Vorlduferzellen, die fiir fetale
zellkernhaltige Zellen spezifisch sind. Das Mischungsverhéltnis betragt 20,0 pl,
Antikorper-Cocktail zu 107 zellkernhaltigen Zellen im Zell-Ansatz.

In einem weiteren Ansatz eines Ausfithrungsbeispiels enthélt der Antikérper-
Cocktail lediglich Antikérper Anti-w und Antikérper Anti-r , welcher zuerst mit
der Zellfraktion inkubiert wird, wobei anschliefend die Zugaben der Antikdrpern
Anti-i und / oder den Antikérpern Anti-i-plus nacheinander zu der Antikdrper-
Cocktail-Zellfraktion erfolgen:

Antikorper-Cocktail:
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20 pl Antikorper Anti-w mit 0,2 pg Protein / pl Antikodrperlosung, vorzugs-
weise in PBS, die an Antigene der Oberfliche von weiflen Blutkorperchen spezi-
fisch binden,

und

20 pl Antikorper Anti-r mit 0,2 pg Protein / pl Antikorperlosung, vorzugs-
weise in PBS, die an Antigene der Oberflichen von kernhaltigen Vorlauferzellen
roter Blutkérperchen spezifisch binden, wobei das Mischungsverhiltnis 20,0 ul
Antikérper-Cocktail zu 10°- 10° | vorzugsweise 107, zellkernhaltigen Zellen im
Zell-Ansatz betragt.

Zu der Antikorper-Cocktail-Zellfraktion werden anschliefend zugegeben:
entweder
20 pl Antikorper Anti-i mit 0,2 pg Protein / pl Antikdrperlsung, vorzugs-
weise in PBS, die an das fetale Antigen-i auf roten Vorlduferzellen spezifisch bin-

den,

oder

20 pl Antikorper Anti-i-plus mit 0,2 pg Protein / pl Antikérperlosung, vor-
zugsweise in PBS gegen, vorzugsweise auch Antigen-i auf der Membranoberfla-
che enthaltende, Membranbruchstiicke von fetalen Vorlduferzellen, die fiir fetale
zellkernhaltige Zellen spezifisch sind.
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Zu der Antikérper-Cocktail-Zellfraktion werden anschlieBend zugegeben in
einem weiteren Ausfithrungsbeispiel eine Mischung aus

20 pl Antikorper Anti-i mit 0,2 pg Protein / pl Antikérperlésung, vorzugs-
weise in PBS, die an das fetale Antigen-i roter Vorlduferzellen spezifisch binden,
und 20 pl Antikorper Anti-i plus mit 0,2 pg Protein / pl Antikérperlosung, vor-
zugsweise in PBS gegen, vorzugsweise auch Antigen-i auf der Membranoberfli-
che enthaltende, Membranbruchstiicke von fetalen Vorlduferzellen, die fiir fetale

zellkernhaltige Zellen spezifisch sind.

Als Antikdrper Anti-i wird ein Antikérper mit einer spezifischen Bindung an
Lacto-N-nor-hexaosylceramid und ein Antikérper Anti-i, welcher aus B-
Lymphocyten einer gegen Lacto-N-nor-hexaosylceramid des nativen Typs und
gegen Membranbruchstiicke fetaler Zellen immunisierten Wirbeltieren, wie Maus
und / oder Kaninchen, bereitgestellt ist, und ein weiterer, welcher aus B-
Lymphocyten einer gegen Lacto-N-nor-hexaosylceramid des chemisch syntheti-

sierten Typs immunisierten Maus und / oder Kaninchen bereitgestellt ist.

So wird als Antikorper Anti-i-plus ein Antikdrper mit einer spezifischen
Bindung an Membranbruchstiicke, intrazelluldre Strukturen und / oder intrazellu-
lare Molekiile fetaler roter Vorlduferzellen und ein Antikorper Anti-i-plus bereit-
gestellt, welcher aus B-Lymphocyten einer gegen Membranbruchstiicke, intracel-
luldre Strukturen und / oder intracellulire Molekiile fetaler roter Vorlduferzellen

immunisierten Maus und /oder anderen Spezies von z.B. Wirbeltieren stammt.

In einem weiteren Ausfithrungsbeispiel wird die weillliche buffy-coat-
Schicht als Zellfraktion (z.B. 1 — 4 x 107 Zellen) mit einem Antikérper-Cocktail
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aus Antikorpern des polyklonalen Typs bei Raumtemperatur fiir 20 min lang inku-
biert zur Darstellung des Zell-Ansatzes. Der Antikorper-Cocktail mit aus Kanin-
chen, Schafen oder Pferden angereicherten bzw. isolierten polyklonalen Antikor-
pern enthélt Fluorescein-, Phycoerythrin und / oder Peridinin Chlorophyll Protein
(PerCP) markierte Antikorper (20 pl je Antikorper) des polyklonalen Typs mit
0,2 ug Protein / pl Antikérper- Cocktail in PBS mit den oben genannten Zusam-
mensetzungen und die Inkubationsbedingungen erfolgen wie oben bei denen mit

monoklonalen Antikdrpern.

Nach der Inkubation mit polyklonalen und / oder monoklonalen Antikérpern
werden aus dem Zell-Ansatz mit Hilfe eines DurchfluBzytometers (z.B.Typ Bec-
ton Dickinson, Vantage SE) unter Verwendung der Durchlicht-, Streulicht- und
Fluoreszenzeigenschaften der mittels fluoreszenzmarkierter Antik6rper gebunde-
nen fetalen Zellen sowie auch bedingt nach deren ZellgréBe und deren vorhande-
nen Zellkompartimente mit bis zu 10° bis 10’-facher Reindarstellung derselben

abgetrennt,
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Anreicherung von fetalen zellkernhaltigen Zellen als Erzeugnis
aus peripherem miitterlichem Blut, wobei im

Schritt a nach einer Entnahme von miitterlichem Blut in Gégenwart von einer
Antikoagulatien enthaltenden Losung zur Bereitstellung einer Blutfraktion
das Blut mit einer isotonischen Losung verdiinnt sowie

Schritt b) die Blutfraktion zwecks Anreicherung einer Zellfraktion mit zellkernhal-
tigen fetalen Zellen zentrifugiert werden, dadurch gekennzeichnet, dass im

Schritt¢)  zu der Zellfraktion

ein Antikorper-Cocktail mit Antikdrpern des polyklonalen und / oder monoklona-
len Typs, welcher

Antikérper Anti-w, die an Antigene der intracelluldren Strukturen von weilen
Blutkorperchen und / oder der intracelluldren Molekiile von weilen Blutkor-
perchen und / oder Oberflichen von weillen Blutkérperchen spezifisch bin-
den,

und

Antikérper Anti-r, die an Antigene der intracelluléren Strukturen von kernhaltigen
Vorliuferzellen roter Blutkdrperchen und / oder der intracelluléren Molekiile
von kernhaltigen Vorlduferzellen roter Blutkdrperchen und / oder der Ober-
flichen von kernhaltigen Vorlduferzellen roter Blutkérperchen spezifisch
binden, enthilt, zugegeben wird,

und man anschlieBend
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Antikorper Anti-i des polyklonalen und / oder monoklonalen Typs, die an Anti-
gen-i als Antigene der Oberflichen von kernhaltigen Vorlauferzellen roter
Blutkorperchen spezifisch binden,

und / oder

Antikorper Anti i p_' lus des polyklonalen und / oder monoklonalen Typs, die an
intracellulidren Strukturen von fetalen Vorlduferzellen und / oder der intracel-
lulidren Molekiile von fetalen Vorlduferzellen und / oder Membranbruchstii-
cken von fetalen Vorlduferzellen spezifisch binden, oder Mischungen der-
selben zugibt, unter Bildung eines Zell-Ansatzes aus Antikorper-Komplexen,

sowie

Schritt d aus dem Zell-Ansatz fetale Zellen mit an denselben gekoppelten An-
tikorpern Anti—r und Antikérpern Anti-i und / oder Anti-i-plus aufgrund ihrer
Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften, nach den Figenschaften von Ober-
flichen und von Zellinnerem sowie der GroBenverteilung mit 10° bis 107-

facher Anreicherung der fetalen Zellen abgetrennt werden.

2. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem
miitterlichem Blut nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass im Schritt
¢) zu der Zellfraktion der Antikorper-Cocktail aus Antikdrpern des polyklo-
nalen und / oder monoklonalen Typs bei RT fiir 5 bis 30 min lang zugegeben

wird.

3. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem
miitterlichem Blut nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass im
Schritt ¢) zu der Zellfraktion der Antikorper-Cocktail aus Antikorpern des
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polyklonalen und / oder monoklonalen Typs bei RT fiir 10 bis 20 min lang

zugegeben wird.

4. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem
miitterlichem Blut nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeich-
net, dass im Schritt d) aus dem Zell-Ansatz fetale Zellen mit an denselben
gekoppelten Antikorpern Anti—r, Antikérpern Anti-i und / oder Antikérpern
Anti-i plus aufgrund ihrer Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften nach den
Eigenschaften von Oberflachen und von Zellinnerem sowie der Groflenver-
teilung mit 10° bis 10-facher Anreicherung der fetalen Zellen abgetrennt

werden.

5. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem
miitterlichem Blut nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeich-
net, dass im Schritt a) vendses und / arterielles miitterliches Blut entnommen

wird.

6. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem
miitterlichem Blut nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeich-
net, dass im Schritt a) das Blut mit einer NaCl haltigen Losung mit einem
Puffer von pH 7,2 bis 7,4 verdiinnt wird.

7. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem
miitterlichem Blut nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeich-
net, dass im Schritt b) die Blutfraktion bei 800 x g fiir 0,1 bis 60 min lang
zentrifugiert wird.
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8. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem
miitterlichem Blut nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass im Schritt
b) die Blutfraktion bei 800 x g fiir 15 bis 60 sec lang zentrifugiert wird.

9. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem
miitterlichem Blut nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeich-
net, dass als Antikorper polyklonale aus Wirbeltieren, vorzugsweise Pferden,

Schafen und / oder Kaninchen, verwendet werden.

10. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem
miitterlichem Blut nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeich-
net, dass als Antikérper monoklonale aus Wirbeltieren, vorzugsweise Méu-

sen und / oder Ratten, verwendet werden.

11. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem
miitterlichem Blut nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekenn-
zeichnet, dass_im Schritt d) aus dem Zell-Ansatz mit Hilfe eines Durchfluf3-
Cytometers fetale mit an der Zelloberfliche gebundenen Antikorper Anti—r
und Antikorper Anti-i verbundene fetale Zellen abgetrennt werden.

12. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem
miitterlichem Blut nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekenn-
zeichnet, dass im Schritt d) aus dem Zell-Ansatz mit Hilfe eines Durchfluf3-
Cytometers fetale mit an der Zelloberfliche gebundenen Antikérper Anti—r,
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Antikérper Anti-i und / oder Antikdrpern Anti-i plus verbundene fetale Zel-

len abgetrennt werden.

13. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem
miitterlichem Blut nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als Antikérper Anti-i ein Antikérper mit einer spezifischen

Bindung an Lacto-N-nor-hexaosylceramid verwendet wird.

14. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem
miitterlichem Blut nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als Antikorper Anti-i ein solcher monoklonaler verwendet
wird, welcher aus B-Lymphocyten eines gegen Lacto-N-nor-
hexaosylceramid des nativen Typs immunisierten Wirbeltieres, vorzugsweise

Maus, Ratte und / oder Kaninchen, bereitgestellt wird.

15. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem
miitterlichem Blut nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als Antikdrper Anti-i ein solcher monoklonaler verwendet
wird, welcher aus B-Lymphocyten eines gegen Lacto-N-nor-
hexaosylceramid des chemisch synthetisierten Typs immunisierten Wirbel-

tieres, vorzugsweise Maus und / oder Ratte, bereitgestellt wird.

16. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem
miitterlichem Blut nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als Antikdrper Anti-i ein polyklonaler verwendet wird, wel-

cher aus Blut von einem gegen Lacto-N-nor-hexaosylceramid des nativen
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Typs immunisierten Wirbeltier, vorzugsweise Ratte, Maus und / oder Kanin-

chen, isoliert wird.

17. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem

miitterlichem Blut nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als Antikorper Anti-i ein polyklonaler verwendet wird, wel-
cher aus Blut von einem gegen Lacto-N-nor-hexaosylceramid des chemisch
synthetisierten Typs immunisierten Wirbeltier, vorzugsweise Maus und / o-

der Ratte, isoliert wird.

18. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem

miitterlichem Blut nach einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als Antikorper Anti-i plus als monoklonaler ein solcher ver-
wendet wird, welcher aus B-Lymphocyten eines gegen intracellulire Struk-
turen von fetalen Vorlduferzellen und / oder der intracelluliren Molekiile
von fetalen Vorlduferzellen und / oder Membranbruchstiicke von fetalen
Vorlauferzellen immunisierten Wirbeltieres, vorzugsweise Ratte, Maus und /

oder Kaninchen, bereitgestellt wird.

19. Verfahren zur Anreicherung von fetalen Zellen als Erzeugnis aus peripherem

miitterlichem Blut nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als Antikorper Anti-i plus als polyklonaler ein solcher ver-
wendet wird, welcher aus Blut von einem gegen intracelluldre Strukturen
von fetalen Vorlduferzellen und / oder der intracelluldren Molekiile von feta-

len Vorliuferzellen und / oder Membranbruchstiicke von fetalen Vorldufer-
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zellen immunisierten Wirbeltier, vorzugsweise Maus, Ratte, und / oder

Kaninchen, isoliert wird.

20. Verwendung des Frzeugnisses nach einem der Anspriiche 1 bis 19 zur Be-
handlung von Erbkrankheiten.

21. Verwendung des Erzeugnisses nach Anspruch 20 zur Behandlung von Erb-
krankheiten im fetalen Alter.

22. Verwendung des Erzeugnisses nach einem der Anspriiche 1 bis 19 zur Ge-

nomuntersuchung.

23. Verwendung des Erzeugnisses nach Anspruch 22 zur Genomuntersuchung von

Foten.

24. Fetale Zellen aus vendsem und / oder arteriellem, miitterlichem Blut, herstell-
bar, durch im

Schritt a Verdiinnung von nach einer Entnahme von miitterlichem gewonne-
nem Blut in Gegenwart von einer ein oder mehreren Antikoagulatien enthal-
tenden isotonischen Losung zur Bereitstellung einer Blutfraktion sowie

Schritt b) Zentrifugation der Blutfraktion zwecks Anreicherung einer Zellfraktion
mit zellkernhaltigen fetalen Zellen,

Schritt¢)  Inkubation der Zellfraktion

mit einem Antikorper-Cocktail mit Antikérpern des polyklonalen und / oder mo-
noklonalen Typs bei RT fiir 15 bis 30 min, vorzugsweise 10 bis 20 min,

lang, welcher



10

15

20

25

WO 02/08751 PCT/DE01/02723

46

Antikorper Anti-w, die an Antigene der intracelluldren Strukturen von weiBen
Blutkoérperchen und / oder der intracellulédren Molekiile von weillen Blutkor-
perchen und / oder Oberflichen von weiflen Blutkdrperchen spezifisch bin-
den,

und

Antikorper Anti-r, die an Antigene der intracelluldren Strukturen von kernhaltigen
Vorlauferzellen roter Blutkdrperchen und / oder der intracelluldren Molekiile
von kernhaltigen Vorlduferzellen roter Blutkdrperchen und / oder der Ober-
flichen von kernhaltigen Vorlduferzellen roter Blutkdrperchen spezifisch
binden, enthilt,

und mit

Antikérpern Anti-i des polyklonalen und / oder monoklonalen Typs, die an Anti-
gen-i als Antigene der Oberflichen von kernhaltigen Vorlduferzellen roter
Blutkorperchen spezifisch binden,

und / oder

Antikérpern Anti i plus des polyklonalen und / oder monoklonalen Typs, die an
intracelluldren Strukturen von fetalen Vorlduferzellen und / oder der intracel-
luldren Molekiile von fetalen Vorlduferzellen und / oder Membranbruchstii-
cke von fetalen Vorlduferzellen spezifisch binden,

unter Bildung eines Zell-Ansatzes aus Antikérper-Komplexen, welche an fetale

Zellen gekoppelte Antikérper Anti —r, Anti-i und / oder Anti-i-plus umfas-

sen,
und
Schrittd)  Abtrennung der fetalen Zellen mit den an denselben gekoppelten
Antikorpern aus dem Zell-Ansatz aufgrund ihrer Streulicht- und Fluores-

zenzeigenschaften, nach den Eigenschaften von Oberflichen und von Zellin-
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nerem sowie der GroBenverteilung mit 10° bis 10’-facher Anreicherung der

fetalen Zellen.

25. Fetale Zellen aus vendsem und / oder arteriellem, miitterlichem Blut nach An-
spruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass die Zugaben des Antikorper-
Cocktails, der Antikdrper Anti i und / oder der Antikoérper Anti plus gleich-

zeitig oder nacheinander erfolgen.

26. Fetale Zellen aus vendsem und / oder arteriellem, miitterlichem Blut nach An-
spruch 24 oder 25, herstellbar durch im Schritt ¢) Inkubation der Zellfraktion
mit dem Antikérper-Cocktail aus Antikérpern des polyklonalen und / oder
monoklonalen Typs bei RT fiir 10 bis 20 min lang.

27. Fetale Zellen aus vendsem und / oder arteriellem, miitterlichem Blut nach ei-
nem der Anspriiche 24 bis 26, wobei als Antikorper Anti-i ein solcher mo-
noklonaler verwendet wird, welcher

aus B-Lymphocyten eines gegen Lacto-N-nor-hexaosylceramid des nativen Typs
und / oder deren Derivate des nativen Typs immunisierten Wirbeltieres, vor-
zugsweise Maus und / oder Ratte, und / oder

aus B-Lymphocyten eines gegen Lacto-N-nor-hexaosylceramid des chemisch syn-
thetisierten Typs und / oder deren Derivate des chemisch synthetisierten
Typs immunisierten Wirbeltieres, vorzugsweise Maus und / oder Ratte, her-

gestellt wird.
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