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Beschrieben wird ein Verfahren zur Herstellung eines
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Hersteliung eines hinsichtlich der Belastung mit Mikro-
organismen qualitatsgesicherten Pools biologischer Proben unter Verwendung von Nukleinsaure-
Amplifikationsverfahren.

Biologische Proben, wie etwa Plasmaspenden oder Chargen von Zelikulturaberstanden kon-
nen mit unerwiinschten Mikroorganismen, insbesondere Viren oder Fremd-DNA kontaminiert sein.
Diese Kontaminationen kénnen zu unerwiinschten Reaktionen in Praparaten flhren, die aus derar-
tigen biologischen Praparaten hergestellt und an Menschen verabreicht werden.

Vor allem menschliches Plasma ist als Ausgangsmaterial zur Herstellung von Plasmaderivaten
von auferordentlicher klinischer Bedeutung, insbesondere zur Substitutionstherapie bei angebore-
nem oder erworbenem Mangel an Plasmakomponenten. Derzeitige pharmazeutische Praparatio-
nen werden in der Regel nicht aus Einzelspenden, sondern aus einem Plasma-Pool, bestehend
aus sehr vielen Einzelspenden, hergestellt.

Bei der Verwendung von menschlichem Plasma ist aber darauf zu achten, dass keine infektio-
sen Agentien enthalten sind, die mit dem pharmazeutischen Praparat bzw. mit den Plasmaderiva-
ten Ubertragen werden kénnen. Zu den moglicherweise im Blut vorkommenden infektiésen Agen-
tien zahlen vor allem Viren, die durch Blut Ubertragbar sind (haematogene Viren), z.B. HI-Viren
oder Hepatitisviren (A, B, C, D, E oder G), aber auch Parvovirus.

Aufgrund des groen Bedarfs an Arzneimittein enthaltend Plasmaderivate ist die 6konomische
Herstellung dieser Arzneimittel nur im industriellen Maflstab maglich.

Plasma wird von Spendern erhalten und zur Herstellung von pharmazeutischen Praparaten
gepoolt. Die GroRe eines Ublichen Pools betragt etwa 2000-6000 Einzeiplasmaspenden. Dabei
besteht das Risiko, dass durch eine einzelne Virus-kontaminierte Plasmaspende der gesamte
Plasma-Pool kontaminiert wird.

Obwohl es bereits gegen Ende der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts gelungen war, mensch-
liches Albumin durch Erhitzen zu einem virussicheren Préaparat zu verarbeiten, war dies bei allen
anderen aus Plasma gewinnbaren Arzneimitteln wegen ihrer Empfindlichkeit gegenuber Hitze
zunachst nicht méglich. Bis heute sind bei millionenfacher Anwendung von adaquat hergesteliten
Albuminpraparaten nie Infektionen mit beim Menschen im Blut auftretenden Viren vorgekommen.

Im Gegensatz hierzu wurde bei vielen anderen aus Plasma hergestellten Arzneimitteln immer
wieder Uber Virusinfektionen, insbesondere mit Hepatitisviren, berichtet und seit den 80iger Jahren
im grolen Umfang auch Uber Infektionen mit Aids-Virus.

Um 1980 wurden erstmals bei entsprechend stabilisierten Faktor VlII-Konzentraten Hitzebe-
handlungen durchgefuhrt, mit der Absicht, hierdurch Inaktivierungen von Viruskontaminanten zu
erreichen. Zunachst musste aber ein groRer Verlust an Faktor VilI-Aktivitat in Kauf genommen
werden bzw. blieb das tatsachliche Inaktivierungspotential zunachst unbekannt.

Durch Verbesserung der Hitzeinaktivierungsverfahren und Anwendung von anderen, neuen In-
aktivierungsverfahren konnten schiieRlich Arzneimittel aus Plasma hergestellt werden, die in den
meisten Fallen zu keinen Virusinfektionen beim Empfanger fuhrten. Hand in Hand mit dieser Ent-
wickiung ging auch die Verbesserung der Spender- und Spendenauswah! mit der Zielrichtung, jene
Spender und Spenden auszuschlieBen, bei denen der Verdacht einer Viramie und damit eines
virushaltigen Plasmas bestand.

Seit langerer Zeit wird entweder durch Antigennachweis oder durch Antikérpernachweis von
bzw. gegen ein bestimmtes Virus im Blut versucht, solche Spenden, die ein positives Ergebnis
liefern, auszuschlieBen und sie nicht in einen groReren Plasmapool einzubringen, der als Aus-
gangsmaterial fur die Herstellung von Blutprodukten dienen soll. Bei Einzelspendern, die in allen
Untersuchungen keine Krankheitssymptome oder pathologische Untersuchungsergebnisse aufwei-
sen, trotzdem aber bestimmte Viren in ihrem Blut sogar in hoher Konzentration tber langere Zeit-
raume beherbergen kénnen, kann nunmehr das Auftreten solcher Viramien durch ein bestimmtes
Virus mit Hilfe einer Amplifikationsmethode eindeutig nachgewiesen werden.

Durch das Poolen von Plasmaeinheiten wird zwar naturgemaR eine einzelne mit Viren konta-
minierte Plasmaspende verdiinnt, der Nachweis von viralen Genomsequenzen mit Hilfe von Ampli-
fikationsreaktionen ist aber so empfindlich, dass selbst in den Verdinnungen Virusgenome bzw.
deren Sequenzen eindeutig bestimmbar sind und falls sie, wie oben erwahnt, unter eine bestimmte
Bestimmbarkeitsgrenze fallen, dann nicht mehr eine klinische Relevanz im Sinne der Maoglichkeit
einer Infektion aufweisen.
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Die EG-Richtlinie gemal dem ,EEC Regulatory Document Note for Guidance", Guidelines for
Medicinal Products Derived from Human Blood and Plasma (Biologicals 1992, 20: 159-164) schlagt
ein Qualitatssicherheitssystem zur Kontrolle der Plasmaspender bzw. Plasmaspenden vor. Dem-
nach muss jede Plasmaspende mit validierten Tests auf die Abwesenheit von Virus-Markern, wie
Hepatitis-B Antigen, HIV-1- und HIV-2-Antikérpern untersucht werden, da diese indikativ fiir eine
entsprechende virale Infektion des Plasmaspenders sind. Tests zum Ausschluss einer Hepatitis
C-Infektion sollen gleichfalls vorgenommen werden.

Gemal} der europaischen Pharmacopoeia ist beschrieben, dass spezielle Tests zur Bestim-
mung von Hepatitis B-Oberflachenantigen, fiir Hepatitis C-Virus-Antikérper und fur HIV-Antikorper
an jeder Spende durchgeflhrt werden sollen (European Pharmacopoeia, 2. Ausgabe, Teil |l, 1994,
Seiten 853 bis 853-4).

Eine FDA-Richtlinie vom 14.3.1995 sieht die PCR-Testung an einem Endprodukt (Immunglobu-
lin-Produkt) als zusatzlichen Sicherheitsfaktor vor.

Trotz der vorgeschlagenen Tests wird in der EG-Richtlinie betont, dass die Sicherheit von ein-
zelnen Plasmaspenden nur allein durch eine Kontrolle dieser Virus-Marker nicht ausreichend ist.
Auch wenn die Abwesenheit der genannten Marker in einer Plasmaprobe bestéatigt wird, ist eine
Virémie des Spenders nicht auszuschlieBen. Virale Antigene und entsprechende Antikdrper sind
namlich nicht immer sofort nach der Infektion nachweisbar, die ersten Marker fur eine virale Infekti-
on treten oft erst nach Wochen oder Monaten nach dem Kontakt mit infektiésem Material auf.
Dieser kritische Zeitraum nach Infektion und vor dem Auftreten von Antikérpern wird allgemein als
~Window-Periode" bezeichnet. Der Zeitpunkt nach Infektion, bei dem die ersten viralen Marker
nachweisbar sind, ist jedoch von Virus zu Virus verschieden.

Darlberhinaus ist auch bekannt, dass fir manche aus Plasma hergestellte Arzneimittel es im
Rahmen des Herstellungsverfahrens zu einer Abreicherung bzw. Inaktivierung von Viren kommt
und solche Produkte von sich aus in hohem Ausmal virussicher sind.

Obwohl Virusinaktivierungen von Plasmaderivaten im industriellen AusmaR duRerst erfolgreich
durchgefiithrt wurden, kam es in seltenen Fallen trotzdem zu Ubertragungen haematogener Viren
wie AIDS, Hepatitis A, B, C-Virus, wodurch angenommen werden muss, dass Hersteller trotz
Anwendung einer gleichbleibenden Hersteliungsmethode bei einigen wenigen Herstellungschargen
viruskontaminierte Produkte erzeugten (Lancet 340, 305-306 (1992); MMWR 43 (28), 505-509
(1994), Thromb.Haemost. 68, 781 (1992)). Die Ursache daflr ist wahrscheinlich in einer Uberaus
hohen Kontamination bestimmter Ausgangschargen zu suchen. Da bei der Gewinnung des Plas-
mas nur indirekte Methoden zum Ausschluss von viruskontaminierten Plasmaspenden zur Verfi-
gung stehen, besteht die Moglichkeit, dass das Ausgangsmaterial so stark kontaminiert ist, dass
die ansonsten erfolgreich anwendbaren Virusinaktivierungs- und Virusabreicherungsmethoden
nicht mehr genligen, um virussichere Endprodukte herzustellen.

Da fur die meisten human-pathogenen Viren eine menschliche infektidse Dosis nicht bekannt
und auch derzeit gar nicht bestimmbar ist, versucht man bei der Testung von Plasma-Pools mog-
lichst jegliche Kontamination durch Auffinden der kontaminierten Einzelproben auszusortieren. Die
dabei verwendeten Nukleinsadure-Amplifikationstestungen sind zwar auRerst empfindlich, jedoch
sehr teuer, so dass deren Anwendung zwar bei bekanntermafen human-pathogenen Viren
gerechtfertigt ist, bei anderen Mikroorganismen von denen entweder keine human-pathogene
Wirkung bekannt oder beschrieben ist oder bei welchen nur eine erhohte Pathogen-Dosis infektios
ist, wére dieser Aufwand nicht notwendig.

So beschreiben insbesondere die WO 96/35437 und die US 5 591 573-A Testsysteme flr
Plasma-Pools unter Verwendung von Nukleinsaure-Amplifizierungsverfahren und/oder Antikérper-
testungen. Die US 5 591 573 offenbart ein Verfahren zum Testen von Plasma-Pools. Bei diesem
Verfahren wird ein 1. Pool hergestellt und mittels PCR getestet. Falls dieser PCR-Test positiv ist
wird ein 2., kleinerer Sub-Pool hergestellt und wiederum mittels PCR getestet. Dieses Verfahren
wird solange wiederholt, bis die kontaminierte Einzelspende identifiziert ist. GemaR der
WO 96/35437 sind auch Antikérpertestungen vorgesehen bzw. die Einhaltung vorgegebener
definierter Grenzwerte, im Rahmen des Screening-Verfahrens offenbart.

Den beschriebenen Nukleinsdure-Amplifizierungs-Verfahren ist jedoch gemein, dass stets ver-
sucht wird diejenige Amplifikationsmethode zu verwenden, die die groRte Sensitivitat erlaubt.
Derartige hoch-sensitive PCR-Testungen sind aber wie erwahnt auRerst kostspielig, vor allem bei
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Reihentestungen von Pools von biologischen Einzelproben. PCR-Testungen mit niedriger Sensitivi-
tat, die weitaus kostengunstiger waren, werden bei derartigen Untersuchungen aber generell
vermieden, da damit das Risiko von Kontaminationen, die unter der (erhthten) Nachweisgrenze
liegen, einhergehen wirde.

Analog dazu kommt es auch bei Uberstanden aus rekombinanten Zelikulturen immer wieder zu
Verunreinigungen durch Mikroorganismen oder durch Nukleinsaure-Material der Wirtszelle. Derar-
tige Kontaminationen sollten im, aus den Uberstanden aufzureinigenden, pharmazeutischen Pra-
parationen selbstverstandlich nicht bzw. nur zu einem bestimmten Hochstwert (Grenzwert) vorhan-
den sein.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur Herstellung eines hinsichtlich
der Belastung mit Mikroorganismen, insbesondere mit Viren, qualitatsgesicherten Pools biologi-
scher Proben unter Verwendung von Nukleinsaure-Amplifikations-Verfahren zur Verfugung zu
stellen, welches einerseits ein verlassliches Aussondern von kontaminierten Einzelproben, insbe-
sondere von hoch kontaminierten Einzelproben, sowie die Einhaltung bestimmter Grenzwerte an
derartigen Verunreinigungen im Pool erlaubt, aber auf der anderen Seite eine Kostenreduktion und
ein gegeniiber den aus dem Stand der Technik bekannten Pool-Testungsverfahren einfacheres
Verfahren mit sich bringt.

Erfindungsgemal wird diese Aufgabe gelost durch ein Verfahren zur Herstellung eines hin-
sichtlich der Belastung mit Mikroorganismen qualitatsgesicherten Pools biologischer Proben,
ausgewahlt aus der Gruppe Blut-Einzelspenden, Plasma, Serum oder Zellkulturchargen unter
Verwendung von Nukleinsaure-Amplifikations-Verfahren, welches durch die folgenden Schritte
gekennzeichnet ist:

- Entnehmen von Aliquoten aus den biologischen Proben,

- Vereinigen der entnommenen Aliquote zu einem Screening-Pool,

- Testen des Screening-Pools hinsichtlich des Vorhandenseins von oder des Gehaltes an
Genomaquivalenten von Mikroorganismen mittels eines ersten Nukleinsaure-Amplifika-
tions-Verfahrens, das gegenuiber den zu testenden Mikroorganismen ein bestimmtes, aus-
gewahltes Detektionslimit DL-1 aufweist,

- Aufspalten des Screening-Pools in Sub-Screening-Pools durch erneutes Vereinigen von
entnommenen Aliquoten in kleineren Pools, wenn beim Testen des Screening-Pools ein
vorgegebener Grenzwert an Genomaquivalenten (berschritten wird,

- erneutes Testen der Sub-Screening-Pools hinsichtlich des Vorhandenseins von oder des
Gehaltes an Genomaquivalenten der zu testenden Mikroorganismen mittels eines weiteren
Nukleinsaure-Amplifikations-Verfahrens, das gegentber den zu testenden Mikroorganis-
men ein bestimmtes, ausgewanhltes Detektionslimit DL-2 aufweist, wobei DL-1 < DL-2,

- Auffinden und Eliminieren derjenigen Proben, die DL-2 Uberschreiten, und

- Vereinigen der nicht-eliminierten Proben zu einem qualitétsgesicherten Pool.

Durch das Vorsehen von mindestens zwei Nukleinsdure-Amplifikations-Verfahren, die sich hin-
sichtlich ihrer Sensitivitat unterscheiden, kann somit erfindungsgeman ein effizientes (aufgrund der
hohen Sensitivitat der Pool-Testung) und dennoch kostengunstiges Verfahren zur Verfligung
gestellt werden, da das Testen der Sub-Pools bis hinunter zu den Einzelproben durch ein weniger
sensitives Nukleinsaure-Amplifikations-Verfahren ohne vorhergehende weitere Extraktion der
Nukleinsaure (welches deshalb entscheidend kostenglinstiger und aufwandsreduziert ist) vorge-
nommen wird.

Mit dem erfindungsgemaRen Verfahren wird somit in einem ersten Schritt der Screening-Pool
mit einem sehr sensitiven und quantitativen Verfahren hinsichtlich der Nukleinsaure-Kontaminatio-
nen geprift und die sehr viel aufwendigere Auffindung der kontaminierten Einzelprobe oder Einzel-
spende, die eine sehr viel hohere Zahl an weiteren Untersuchungen mit sich bringt, mit einem
weniger sensitiven Nukleinsaure-Amplifikations-Verfahren bestimmt. Damit wird keinerlei Risiko
eingegangen, dass eine relevante Kontamination Gbersehen wird, da die Screening-Pool-Testung
mit einer moglichst sensitiven Methode erfolgt, andererseits aber die Kosten und der Zeitaufwand
des Aussonderungsverfahrens fiir die kontaminierte Einzelprobe oder -charge entscheidend redu-
ziert werden. In den Fallen, in denen die Auffindung derartiger kontaminierter Einzelspenden
bislang aus diesen Griinden unterblieben ist, bietet das erfindungsgeméale Verfahren erstmalig die
Moglichkeit, den wertvollen Rohstoff, den die Einzelspenden darstellen ebenfalls kostengunstig,
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einer Nutzung zuzufthren und das Verwerfen dieser Proben zu verhindern.

Die Sensitivitat des Nukleinsaure-Amplifikations-Verfahrens wird erfindungsgemag als das mit
der jeweiligen Nukleinsaure-Amplifikations-Methode gerade noch detektierbare Ausmal an Ge-
noméaquivalenten festgesetzt. Das Vorsehen derartiger Verfahren mit genau festgelegten Grenz-
werten ist flr den Fachmann ohne weiteres méglich und gehért zu seinen tblichen Kenntnissen.

Das erfindungsgemafie Verfahren eignet sich vor allem zur Qualitétssicherung von Pools hin-
sichtlich der Belastung von Mikroorganismen, die von geringer Pathogenizitat bzw. Toxizitat sind
bzw. von denen angenommen werden kann, dass eine Belastung, die unter dem festgelegten
Grenzwert liegt, im Zuge des anschliefenden Aufreinigungsprozesses bis zur Fertigstellung des
pharmazeutischen Préparates jedenfalls eliminiert wird bzw. die diesem Grenzwert entsprechende
Menge an Kontamination in einem derartigen pharmazeutischen Praparat unbedenklich und ohne
Nebenreaktionen ist. Ein besonderes Beispiel hierfur stellen Kontaminationen mit Parvoviren,
insbesondere Parvo B19, dar.

Das Parvovirus B19 ist ein einstrangiges DNA Virus mit 32 nm Durchmesser, das keine Lipid-
membran besitzt und deshalb relativ stabil gegenliber Virusinaktivierungsverfahren ist. So zeigen
die meisten Inaktivierungsverfahren, beispielsweise physikalische Methoden wie beispielsweise
Pasteurisieren (60°C Uber 12h) oder chemischen Behandlungen, beispielsweise organische Lo-
sungsmittel (TNBP und/oder Detergenz) keine befriedigenden Ergebnisse. Allein eine Trockenhit-
zebehandlung scheint sich als effektiv zu erweisen.

Das Parvovirus B19 ist Verursacher der harmlosen Ringelrételn (Erythema invectiosum), gele-
gentlich werden Arthralgien und Arthritiden beobachtet. Gefiirchtet sind intrauterine Infektionen, die
nicht selten mit dem Fruchttod enden. Zum begrenzten Kreis B19-gefahrdeter Patienten gehéren
solche mit chronisch-hamolytischer Anamie, nach Knochenmarkstransplantation, mit kongenitaler/
erworbener Immundefizienz sowie Schwangere (Sibrowski et al., Beitr Infusionsther. Basel, Karger,
1990, 26, 22-26).

Die Seropravalenz in Industrielandern ist 2-10% in Kindern unter 5 Jahren und 40-60% in Er-
wachsenen uber 20 Jahren und 85% bei Uber 70-jahrigen. Diese hohe Seropravalenz bedingt
daher bei Plasma-Pool-Testungen eine groRe Anzahl von positiven Ergebnissen, wodurch eine
Vielzahl von weiteren Tests notwendig wird, um die hoch kontaminierte Einzelprobe zu bestimmen.

In der EP-A-0 922 771 ist ein Verfahren zum Nachweis von hohen Viruskonzentrationen im
Blutplasma beschrieben, bei dem die Empfindlichkeit der PCR durch Anwendung suboptimaler
Bedingungen bei der Extraktion, Ampilifikation oder Detektion gedrosselt wird, so dass die Parvo-
virus-DNA nur noch in Proben nachgewiesen werden kann, deren DNA-Gehalt gréRer als 10°%-107
Genomagquivalente/ml ist. Dieses Verfahren hat allerdings den Nachteil, dass es sich nicht fur das
Testen von Pools eignet.

Nichtsdestotrotz kénnen erfindungsgemall samtlichen vorgekommenen Mikroorganismen, wie
Bakterien oder Viren, analysiert werden, wobei vor allem hinsichtlich der Testung von Blut- und
Plasma-Einzelspenden die Qualitatssicherung bezlglich Viren besonders vorrangig ist.

Bevorzugterweise werden dabei Hepatitisviren, inshesondere HAV, HBV, HCV, HDV, HEV und
HGV, Retroviren, insbesondere HIV-1 und HIV-2, und Parvoviren, insbesondere Parvo B19, mit
dem erfindungsgemafen Verfahren getestet bzw. Plasma-Pools hinsichtlich derartiger Viren quali-
tatsgesichert.

Bei der Testung von verschiedenen Chargen einer rekombinanten Produktion von Proteinen
wird erfindungsgeman bevorzugt die Einhaltung bestimmter (z.T. vorgeschriebenen) Grenzwerte
an Kontamination mit Wirtszellen-Nukleinsduren (wobei hier als Mikroorganismen eukaryontische
oder prokaryontische Zellen bzw. DNA bzw. RNA detektiert werden) oder die Kontamination mit
bestimmten bakteriellen oder viralen Verunreinigungen tberprift.

Eine besonders bevorzugte Verfahrensvariante besteht erfindungsgemaR darin, dass der
Grenzwert beim Testen des Screening-Pools zwischen der Nachweisgrenze des ersten Nukiein-
saure-Amplifikations-Verfahrens DL-1 und 10° Gemomagquivalenten/ml vorgegeben wird, wobei
sich insbesondere ein Wert um 10* Genomagquivalenten/ml, fir etwa Parvo B19, als besonders
effizient herausgestelit hat. Bevorzugterweise kann der jeweilige Grenzwert auch mit dem jeweili-
gen Detektionslimit Ubereinstimmen.

Die Detektionslimits fur das erste Nukleinsdure-Amplifikations-Verfahren DL-1 liegen bevor-
zugterweise in der GroRenordnung von 10°-10* Genomagquivalenten/mi (kénnen aber bis zu
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10-50 GE/ml oder - in Ausnahmefalien - noch weiter darunter liegen), wohingegen die Detektions-
limits DL-2 ablicherweise bei 10*-107 Genomagquivalenten/ml gewahlt werden. DL-1 und DL-2
unterscheiden sich vorzugsweise um zumindest eine Zehnerpotenz, besonders effizient hat sich
aber erfindungsgeman eine Differenz von etwa 2 Zehnerpotenzen herausgestellt, da damit auf der
einen Seite doch noch verlasslich die kontaminierte Einzelspende aufgefunden werden kann (dies
ist erfindungsgeméaR erforderlich) und andererseits die Kosten und der Aufwand fur das Sub-
Screening-Verfahren erheblich gegenuber den bekannten Methoden reduziert werden kénnen.

Die Amplifikation von Nukleinsauren kann erfindungsgemal durch eine Reihe von in der Litera-
tur beschriebenen Amplifikations-Prozessen erfolgen, besonders bewahrt hat sich dabei das PCR-
Verfahren, das in Folge seiner breiten Anwendung und industrieller Verfligbarkeit auch von den
Kosten her bevorzugt wird. Das PCR-Amplifikationsverfahren wurde erstmals 1983 von Mullis et al.
(US 4,683,195 und US 4,683,202) beschrieben. Virale Genomsequenzen konnen ebenfalls durch
,nested PCR* (Methods Enzymol. 155 (1987), 335-350) amplifiziert werden. Fur die Amplifikation
und den Nachweis von RNA muss die RNA erst in die DNA transkribiert werden. Dieses Verfahren
wird unter Verwendung der Reversen-Transkriptase durchgefuhrt und als RT-PCR bezeichnet (Cell
50 (1987), 831-840).

Die Analyse der Amplifikationsprodukte kann durch Verwendung von markierten Nukleotiden
oder Oligonukleotid-Primern beim Elongationsprozess und der anschlieBenden Hybridisierung oder
gelelektrophoretischen Auftrennung der Produkte erfolgen.

Der Nachweis der amplifizierten DNA Fragmente kann beispielsweise mittels einer Sonde, die
zwei Fluoreszenzfarbstoffe tragt, erfolgen. Diese Methode ist beispielsweise von Livak et al. (PCR
Method and Appl. 1995; 4:357-362) beschrieben. Die besondere Eigenschaft dieser Sonde besteht
darin, dass die Fluoreszenz des am 5'Ende der Sonde befestigten Farbstoff (FAM), des Reporters,
durch die Nahe des am 3'Ende des Primers angeordneten zweiten Fluoreszenzfarbstoffes
(TAMRA), des Quencher, reduziert wird.

Im Verlaufe der Amplifikation wird nun unter der Einwirkung einer thermostabilen DNA-Polyme-
rase, vorzugsweise der Taq Polymerase, der neue DNA Strang synthetisiert. Dabei verdrangt die
DNA-Polymerase die Sonde nicht nur vom Einzelstrang, sondern zerlegt sie mittels ihrer endo-
nukleolytischen Aktivitat und setzt dabei die beiden Fluoreszenzfarbstoffe frei. Die Fluoreszenz des
Reporterfarbstoffes wird nicht mehr durch den Quencherfarbstoff unterdruckt und steigt an. Dieser
Anstieg der Fluoreszenz wird im ABI Prism 7700 wahrend des Laufes der PCR kontinuierlich
aufgezeichnet. Im Vergleich zu mehreren Negativkontrollen wird der Schwellenwert ermittelt, ab
dem ein Anstieg der Fluoreszenz als positives Signal gewertet wird.

Die Quantifizierung der Belastung mit einem Mikroorganismus, beispielsweise von Parvo B19,
in einer unbekannten Probe erfolgt Uber eine externe Eichkurve. Ein kioniertes Stlick des Parvo
B19 DNA in einem Tragerplasmid, welches die zu amplifizierende Sequenz umfasst, wird dazu in
linearisierter Form in Konzentrationen von 10° Kopien/Reaktion bis 10 Kopien/Reaktion mitamplifi-
ziert. Durch Ermittlung eines Schwellenwertes (Threshold-Wertes, entspricht einem PCR Zyklus,
bei dem das Fluoreszenzsignal des Reporterfarbstoffes zum ersten Mal dber die Grundlinie an-
steigt) wird im Programm eine Eichgerade erstellt mit deren Hilfe der Gehalt an Parvo B19 DNA
einer unbekannten Probe uber ihren Threshold-Wert quantifiziert wird.

Alternativ-Verfahren zur PCR umfassen die Ligase-Kettenreaktion (LCR), entsprechend der
EP 0 320 308 A und der EP 0 336 731 A, sowie nucleic acid sequence based amplification
(NASBA), self-sustained sequenced replication (SSR), entsprechend der EP 0 310 229, oder die
transcription based amplification system (TAS), entsprechend der EP 0 373 960 A. In diesen
Verfahren wird eine Reihe von Enzymen verwendet, die gleichzeitig oder schrittweise bei der
Amplifikation verwendet werden kénnen, wie z.B. eine DNA-Polymerase oder eine RNA-Polyme-
rase.

Erfindungsgemal bevorzugt kénnen bei der Nukleinsaure-Amplifizierung interne Standards
zugesetzt werden, mit welchen das prinzipielle Funktionieren der Amplifikation gewahrleistet wird.
In Routinetests kann die Interpretation der mit dem erfindungsgemaien Verfahren erhaltenen
Resultate Ublicherweise folgendermalen erfolgen:

a) keine Detektion des internen Standards (z.B. keine sichtbare Bande): die Bestimmung hat

z.B. wegen der Amplifikationsreaktion (z.B. die PCR) nicht funktioniert; dadurch kdnnen
falsch negative Resultate ausgeschlossen werden.
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b) nur der interne Standard ist detektierbar (z.B. nur die Standard-Bande ist sichtbar): die
Bestimmung inklusive der Amplifikationsreaktion (z.B. die PCR) hat funktioniert, die Probe
ist negativ;,

c) Standard und Proben-Nukleinséure sind detektierbar (z.B. beide Banden sind sichtbar):
positive Probe.

Die erfindungsgeman vorrangig zu testenden biologischen Proben sind ausgewahlt aus der
Gruppe der Blut-Einzelspenden, Plasma, Serum oder Zellkultur-Chargen. Gerade bei diesen
biclogischen Proben kann es zu den erwahnten Kontaminationen kommen und diese werden auch
vorrangig in der industriellen Herstellung von Arzneiverwendung aus biogenen Quellen verwendet.

Das erfindungsgemafle Verfahren kann automatisiert mittels Robotersteuerung durchgefhrt
werden, wobei sich konventionelle Plattformen hierfur besonders eignen. Um solche Screening-
Pools herzustellen sind dem Fachmann verschiedenste Moglichkeiten bekannt. So werden bei-
spielsweise von Mortimer (Vox Sang. 1997, 73:93-96), 2 dimensionale (2D), 3 dimensionale (3D)
und sogar 4 dimensionale (4D) Pools beschrieben. Um nun einen beispielsweise 3D Pool herge-
stellt aus 512 (8x8x8) Einzelproben aufzuldsen, mussen hier beispielsweise 24 Sub-Pools herge-
stellt werden, um eine kontaminierte Einzelprobe eindeutig identifizieren zu kénnen.

Erfindungsgeméal? wird bevorzugterweise das zweite Nukleinsaure-Amplifikations-Verfahren
unmittelbar aus dem Sub-Pool nach der ersten Nukieinsaure-Amplifikation durchgefihrt. Das
bedeutet, dass keine weitere Extraktion der Nukleinsaure erfolgt, sondern diese direkt in den Sub-
Pools bestimmt wird.

GemaR einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung auch einen qualitatsgesicher-
ten Pool biologischer Proben, welcher durch das erfindungsgemaRe Verfahren erhalten werden
kann, sowie ein pharmazeutischen Préparat, das ausgehend von einem erfindungsgemat quali-
tatsgesicherten Praparat hergestellt wird oder hergestellt werden kann. Diese pharmazeutischen
Praparate enthalten bevorzugterweise mindestens eine Komponente, ausgewahlt aus der Gruppe
der Proteine, insbesondere Plasmaproteine sowie rekombinant hergestellte Proteine, und Enzyme.

Die Erfindung wird anhand des nachfolgenden Beispiels, auf das es jedoch nicht eingeschrankt
sein soll, néher erléutert.

Beispiel

Pooling
Aliquots von 512 Plasmaspenden werden mittels eines 3-dimensionalen Schemas zu einem
Screening-Pool und 24 Sub-Pools gepoolt.

Extraktion

Die Nukleinsaureextraktion aus einem Screening-Pool wird mittels eines modifizierten Proto-
kolls des QlAmp Viral Kits von QIAGEN durchgefiihrt. Dazu wird 1 ml des Screening-Pools einer
Ultrazentrifugation unterworfen, der Uberstand bis auf 140 pl abgenommen. Nach Zugabe von
560 ul AVL Lysepuffer gemaR Kit von QIAGEN wird 10 min. bei 56°C im Thermoschtittler inkubiert.
Das Lysat wird auf eine Silikaséule aufgetragen und durch Zentrifugation bei 8000 rpm durch die
Saule gedrickt. Nach Waschen mit je 0,5 ml Waschpuffer AW1 und AW2 wird die auf der Saule
gebundene Nukleinsaure mit 50 ul H,O eluiert.

Amplifikation

Ein kleines Fragment der Parvo B19 DNA wird durch Zugabe von 20 pl Extrakt zu 30 ul Master-
mix amplifiziert.

(Perkin Elmer, TagMan PCR Core Reagent Kit mit 5 ul 10xTagMan Puffer, 14 ul 25 mM MgCil,,
4 pl 25 mM dNTPs, 1,5 pl 10 uM PT1.f(5GACAGTTATCTGACCACCCCCA3Y), 1,5 ul 10 uM
PT1.r(5'GCTAACTTGCCCAGGCTTGT3'), 1 pi 5 uM
PT1.p(5'6-FAM-CCAGTAGCAGTCATGCAGAACCTAGAGGAGA-TAMRAZ'), 1 ul Tween 20 (1%),
1,25 pl Gelatine (2%), 0,5 ul AmpErase UNG (1U/ul), 0,25 ul AmpliTag Gold (5U/ul)).

Die Amplifikation erfolgt unter folgenden Bedingungen in einem ABI Prism 7700:

1. AmpErase UNG Reaktion 2 Minuten, 50°C
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2. Initiale Denaturierung 10 Minuten, 95°C
3. Zyklen jeweils 15 Sekunden 95°C und 1 Minute, 58°C

Auswertung

Die PCR wird uber die Zunahme der Fluoreszenz wahrend der PCR augewertet. Der Thres-
hold-Wert (d.h. der Zyklus bei dem das Signal Uber das Grundrauschen ansteigt) dient dabei der
Quantifizierung. Die Threshold-Werte einer Standardreihe eines linearisierten Plasmides mit einem
klonierten Fragment des Parvo B19 Genomes dienen dabei als Grundlage zur Ermittiung der Parvo
B19 Konzentration im Extrakt des Screening-Pools.

Liegt die Anzahl der in der Probe gemessenen Genomaquivalente unter dem Grenzwert von
10* GE/ml im Screening-Pool werden die im diesem enthaltenen Proben freigegeben. Wird hinge-
gen ein Wert Uber dem Grenzwert errechnet, wird der Screening-Pool aufgelost.

Auflosung
Die 24 Sub-Pools eines Screening-Pools werden mittels eines Roboters in mehreren Schritten
in HyOgest. 1:200 verdiinnt und ohne Extraktion in die TagMan PCR eingesetzt.

Amplifikation der Auflésung

Ein kleines Fragment der Parvo B19 DANN wird durch Zugabe von 20 ul Sub-Pool-
Verdinnung (entspricht 0,1 ul des Sub-Pools) zu 30 ul Mastermix amplifiziert.

(Perkin Elmer, TagMan Gold Kit mit 5 ul 10xTagMan Puffer, 14 ul 25 mM MgCl, 4 ul 2.5 mM
dNTPs, 1,5 ul 10 uM PT1.f(5'GACAGTTATCTGACCACCCCCAZ'), 1,5l 10 uM
PT1.r(5GCTAACTTGCCCAGGCTTGT3"), 1 ul 5 uM
PT1.p(5'6-FAM-CCAGTAGCAGTCATGCAGAACCTAGAGGAGA-TAMRAZ'), 1 ui Tween 20 (1%),
1,25 ul Gelatine (2%), 0,5 ul AmpErase UNG (1U/ul), 0,25 pl AmpliTag Gold (5U/ul)).

Die Amplifikation erfolgt unter folgenden Bedingungen in einem ABI Prism 7700:

1. AmpErase UNG Reaktion 2 Minuten, 50°C
2. Initiale Denaturierung 10 Minuten, 95°C
3. Zyklen jeweils 15 Sekunden 95°C und 1 Minute, 58°C

Auswertung

Die PCR wird tber die Zunahme der Fluoreszenz wahrend der PCR ausgewertet. Durch die
Ermittlung des Threshold-Wertes (d.h. der Zyklus bei dem das Signal Gber das Grundrauschen
ansteigt) im Vergleich mit den Werten einer bekannten Standardreihe, die mitamplifiziert wurde,
wird die Anzahi der Genoméaguivalente im Extrakt der Screening-Probe bestimmt.

Da bei Zugabe von 0,1 ul Material nur Proben mit einem Gehalt von mindestens 10* GE/mi ein
Signal ergeben kénnen, werden alle in der Auflésung positiv erkannten Einzelspenden verworfen
und die restlichen freigegeben.

PATENTANSPRUCHE:

1. Verfahren zur Herstellung eines hinsichtlich der Belastung mit Mikroorganismen qualitats-
gesicherten Pools biologischer Proben ausgewahlt aus der Gruppe Blut-Einzelspenden,
Plasma, Serum oder Zellkultur-Chargen, unter Verwendung von Nukleinsaure-Amplifika-
tions-Verfahren, gekennzeichnet durch die folgenden Schritte:

- Entnehmen von Aliquoten aus den biologischen Proben,

- Vereinigen der entnommenen Aliquote zu einem Screening-Pool,

- Testen des Screening-Pools hinsichtlich des Vorhandenseins von oder des Gehaltes
an Genomaquivalenten von Mikroorganismen mittels eines ersten Nukleinsaure-
Amplifikations-Verfahrens, das gegenuber den zu testenden Mikroorganismen ein be-
stimmtes Detektionslimit DL-1 aufweist,

- Aufspalten des Screening-Pools in Sub-Screening-Pools durch erneutes Vereinigen
von entnommenen Aliquoten in kleineren Pools, wenn beim Testen des Screening-
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Pools ein vorgegebener Grenzwert an Genomaquivalenten Uberschritten wird,

- erneutes Testen der Sub-Screening-Pools hinsichtlich des Vorhandenseins von oder
des Gehaltes an Genomaquivalenten der zu testenden Mikroorganismen mittels eines
weiteren Nukleinsaure-Amplifikations-Verfahrens, das gegeniiber den zu testenden
Mikroorganismen ein bestimmtes, ausgewahltes Detektionslimit DL-2 aufweist, wobei
DL-1 < DL-2,

- Auffinden und Eliminieren derjenigen Proben, die DL-2 (iberschreiten, und

- Vereinigen der nicht-eliminierten Proben zu einem qualitatsgesicherten Pool.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Nukleinsaure-Amplifika-

tions-Verfahren eine PCR eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die zu testenden Mikro-

organismen Viren sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekennzeichnet, dass die zu testenden

Mikroorganismen ausgewahlt sind aus der Gruppe Hepatitisviren, insbesondere HAV,

HBV, HCV, HDV, HEV und HGV, Retroviren, insbesondere HIV-1 und HIV-2, und Parvo-

viren, insbesondere Parvo B19.

Verfahren nach einem der Anspriche 1-4, dadurch gekennzeichnet, dass der Grenzwert

beim Testen des Screening-Pools zwischen DL-1 und 10° Genomagquivalenten/ml, insbe-

sondere um 10* Genomagquivalenten/ml vorgegeben wird.

Verfahren nach einem der Anspriche 1-5, dadurch gekennzeichnet, dass der Screening-

Pool aus 512 biologischen Proben gebildet wird und in 24 Sub-Pools aufgespalten wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-6, dadurch gekennzeichnet, dass das weitere

Nukleinsaure-Amplifikations-Verfahren unmittelbar nach dem ersten Nukleinsaure-Amplifi-

kations-Verfahren durchgefuhrt wird.

Qualitatsgesicherter Pool biologischer Proben, erhéltlich nach einem Verfahren nach

einem der Anspriiche 1-7.

KEINE ZEICHNUNG



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

