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Figur 1

VORRICHTUNG UND VERFAHREN ZUR AUTOMATISIERTEN EXTRAKTION VON

(57) Abstract: Device and process for the automated
extraction of nucleic acids, comprising a body which is
able to be immersed partly or wholly into a reaction
cavity, characterized in that at least the part immersed
into the reaction cavity has a non-smooth surface. After
lysis, a biological sample is admixed with an organic
substance, preferably alcohols or ketones. This batch is
then contacted with a material characterized by a non-
smooth surface. In these circumstances, nucleic acids are
adsorbed onto the surface of the material used. This is
followed optionally by washing steps with known
alcoholic washing solutions. After drying, the adsorbed
nucleic acid is detached from the material by adding
water or a low-salt buffer and can be used for
downstream applications.

(57) Zusammenfassung: Vorrichtung und Verfahren zur
automatisierten Extraktion von Nukleinsiduren,
umfassend einen Kérper, der teilweise oder vollstdndig in
eine Reaktionskavitit eintauchen kann, dadurch
gekennzeichnet, dass mindestens der Teil, der in die
Reaktionskavitit eintaucht eine nicht-glatte Oberfldche
aufweist. Nach Lyse wird eine biologische Probe mit
einer organischen Substanz, vorzugsweise Alkohole oder
Ketone, versetzt. Dieser Ansatz wird nunmehr mit einem
Material, welches durch eine nichtglatte Oberfldche
charakterisiert

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]
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ist, in Kontakt gebracht. Unter diesen Voraussetzungen adsorbieren Nukleinsduren an die Obertldche des eingesetzten Materials.
Nachfolgend erfolgen ggf. Waschschritte mit bekannten alkoholischen Waschlosungen. Nach Trocknung wird die adsorbierte
Nukleinsdure durch Zugabe von Wasser oder eines Niedrigsalzpuffers vom Material abgelost und kann fiir downstream-
Anwendungen eingesetzt werden.
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Vorrichtung und Verfahren zur automatisierten Extraktion von Nukleinsiuren

[0001] Gegenstand der Erfindung ist eine Vorrichtung und ein Verfahren, mit dem
Nukleinsduren schnell und hocheffizient sowie quantitativ automatisiert, isoliert und
aufgereinigt werden kdnnen.

[0002] Unter klassischen Bedingungen erfolgt die Isolierung von DNA aus Zellen und
Geweben dadurch, dass die Nukleinsduren enthaltenden Ausgangsmaterialien unter stark
denaturierenden und reduzierenden Bedingungen, teilweise auch unter Verwendung von
proteinabbauenden Enzymen aufgeschlossen, die austretenden Nukleinséurefraktionen tiber
Phenol-/ Chloroform- Extraktionsschritte gereinigt und die Nukleinsduren mittels Dialyse
oder Ethanolprazipitation aus der wissrigen Phase gewonnen werden (Sambrook, J., Fritsch,
E.F.und Maniatis, T., 1989, CSH, "Molecular Cloning"). Diese "klassischen Verfahren* zur
Isolierung von Nukleinséuren aus Zellen und besonders aus Geweben sind sehr zeitaufwendig
(teilweise langer als 48 h), erfordern einen erheblichen apparativen Aufwand und sind dartiber
hinaus auch nicht unter Feldbedingungen realisierbar. Aulerdem sind solche Methoden auf
Grund der verwendeten Chemikalien wie Phenol und Chloroform in einem nicht geringen
MafBe gesundheitsgefahrdend.

[0003] Die nichste Verfahrensgeneration zur Isolierung von Nukleinsduren basiert auf einer
von Vogelstein und Gillespie (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1979, 76, 615 - 619) entwickelten
und erstmals beschriebenen Methode zur priparativen und analytischen Reinigung von DNA-
Fragmenten aus Agarosegelen. Die Methode kombiniert die Auflésung der die zu isolierende
DNA- Bande enthaltenden Agarose in einer geséttigten Losung eines chaotropen Salzes (Nal)
mit einer Bindung der DNA an Glaspartikel. Die an die Glaspartikel fixierte DNA wird
anschlieBend mit einer Waschlosung (20 mM Tris HCI [pH 7,2]; 200mM NaCl; 2 mM
EDTA; 50% v/v Ethanol) gewaschen und danach von den Trigerpartikeln abgeldst. Diese
Methode erfuhr bis heute eine Reihe von Modifikationen und wird zum gegenwértigen
Zeitpunkt flir unterschiedliche Verfahren der Extraktion und Reinigung von Nukleinsduren
aus unterschiedlichen Herkiinften angewendet und ist letztlich die Basis fiir fast alle
kommerziell verfiigbaren Kits zur manuellen wie auch automatisierten Isolierung von
Nukleinsduren. Dartiber hinaus gibt es eine Vielzahl von Patenten und Veréftentlichungen,
die sich auf das Basisprinzip der Isolierung von Nukleinsduren bezichen, welches von
Vogelstein und Gillespie erstmals publiziert wurde und ggf. weitere Vorteile innehaben.
Diese Varianten betreffen sowohl die Verwendung unterschiedlicher mineralischer

Tragermaterialien als auch die Art der fiir die Bindung der Nukleinsduren eingesetzten Puffer.

1
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Beispiele sind u.a. die Bindung von Nukleinsduren an mineralische Trager unter Anwesenheit
von Losungen unterschiedlicher chaotroper Salze, bei welchen als Trigermaterial
feingemahlene Glaspulver (BIO 101, La Jolla, CA), Diatomenerden (Fa.Sigma) oder auch
Silicagele bzw. Silcasuspensionen oder Glasfaserfilter oder mineralische Erden (DE 41 39
664 Al; US 5,234,809; WO-A 95/34569 DE 4321904; DE 20207793) zum Einsatz kommen.
All diese Patente basieren auf der Anbindung von Nukleinsduren an ein mineralisches
Tragermaterial auf der Basis von Glas oder Silizium unter Anwesenheit chaotroper
Salzlosungen. In neueren Patentschriften wird offenbart, dass fiir die Adsorption von
Nukleinsduren an die dem Fachmann bekannten und eingesetzten mineralischen Materialien
auch sogenannte antichaotrope Salze als Bestandteil von Lyse-/ Bindungspuffer- Systemen
sehr effizient und erfolgreich eingesetzt werden kénnen (EP 1135479). Zusammenfassend
kann man den Stand der Technik also dahingehend beschreiben, dass Nukleinsduren an
mineralische Materialien in Anwesenheit von Puffern , die chaotrope oder antichaotrope Salze
enthalten oder auch in Anwesenheit von Puffern die Mischungen chaotroper und
antichaotroper Salze enthalten, binden und auf diesem Wege dann auch isoliert werden
konnen. Dabei gibt es auch Vorzugsvarianten, bei denen zusétzlich aliphatische Alkohole zur
Bindungsvermittlung eingesetzt werden. Dem Fachmann ist auch bekannt, dass alle géngigen
kommerziellen Produkte zur Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsduren auf dieser
Grundlage basieren. Die eingesetzten mineralischen Triger liegen dabei in Form von losen
Schiittungen, in Form von Filtermembranen oder auch in Form von Suspensionen vor. Fiir die
Durchfiithrung von automatisierten Extraktionsabldufen werden hiufig paramagnetische oder
magnetische Partikel eingesetzt. Dabei handelt es sich z.B. um silicatische Materialien, die
einen magnetischen oder paramagnetischen Kern besitzen oder aber auch um
Eisenoxydpartikel, deren Oberfldche so modifiziert wird, dass diese die fiir die Anbindung der
Nukleinsiduren notwendigen Funktionalititen tragen. Um insbesondere automatisierte
Extraktionen einfacher durchfiihren zu kénnen, wurden modifizierte Pipettenspitzen
eingesetzt. Diese sind dadurch charakterisiert, dass sie die zur Anbindung von Nukleinsduren
notwendigen Tragermaterialien (pordse mineralische Tragermaterialien oder pordse
Anionenaustauscher etc.) bereits enthalten. So beschreibt die Patentschrift DE3717211 eine
Pipettenspitze mit einem pordosen Chromatographiematerial fiir die Isolierung von
Nukleinsduren. Die Patentschrift EP1951904 offenbart cine Pipettenspitze bestehend aus
einem Ober-und Unterteil, zwischen welchem sich ebenfalls ein pordses chromatographisches
Tragermaterial befindet und welche fiir die automatisierte Isolierung von Nukleinsduren

eingesetzt werden soll. Eine modifizierte Pipettenspitze zur Extraktion von Nukleinséuren ist
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auch in der Patentschrift US2013/0078619 offenbart. Auch in dieser Pipettenspitze befindet
sich ein pordses mineralisches Trigermaterial (pordses Glas) zur direkten Anbindung von
Nukleinsduren. All diesen modifizierten Pipettenspitzen ist gemeinsam, dass es sich um ein
pordses chromatographisches Material handelt (lose Schiittung oder fester pordser Korper).
Diese Trigermaterialien befinden sich immer horizontal innerhalb der Pipettenspitze. Die zu
prozessierenden Fliissigkeiten stromen durch das eingesetzte pordse Material. Der
Extraktionsablauf basiert darauf, dass nach Lyse der Probe und Einstellung notwendiger
Bindungsbedingungen fiir die Adsorption der Nukleinsduren an das Tragermaterial, dieser
Ansatz mittels eines Pipettiervorganges durch das pordse Tragermaterial gezogen wird. Die
Nukleinsduren binden an das Trigermaterial. Nachfolgend werden Waschpuffer durch das
Tragermaterial pipettiert. Danach erfolgt ein Trocknungsschritt (hdufiges Auf-und
Abpipettieren oder Anlegen von Vakuum). Final wird das Elutionsmittel durch das
Tragermaterial pipettiert. Dabei wird die gebundene Nukleinsdure vom Tragermaterial
abgelost. Die Verwendung von Trigermaterial enthaltenden Pipettenspitzen soll den
(insbesondere) automatisierten Ablauf von Nukleinsdureextraktionen deutlich vereinfachen.
Obwohl diese Ideen schon teilweise relativ alt sind (die Patentschrift DE3717211 datiert vom
22.5.1987), hat sich ein solches Verfahren nicht durchgesetzt. Die Ursache liegt dabei in
einigen grundsitzlichen Problemen:

1) Das Pipettieren von Nukleinséure enthaltenden Lysaten hoher Viskositét
funktioniert nur eingeschréankt oder fithrt zum vollstdndigen Verschluss des
chromatographischen Materials. Damit ist keine Extraktion méglich.

2) Das Pipettieren von Lysaten iiber ein pordses Material fiihrt zur
Schaumbildung. Dieses wird mit der zunehmenden Anzahl von
Pipettierschritten verstirkt und kann den Extraktionsprozess ebenfalls
unmoglich machen.

3) Die Entfernung von alkoholischen Komponenten aus einem pordsen Material

ist schwierig und ist oftmals nicht zufriedenstellend geldst.

[0004] Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zu Grunde, die bekannten Probleme zu l6sen
und damit die automatisierte Extraktion von Nukleinsduren deutlich einfacher und schneller
als bisher durchfithren zu kdnnen. Ein weites Ziel der Erfindung besteht darin, zu
erméglichen, vorhandene Liquidhandling-Geriéteplattformen fiir die automatisierte
Nukleinsdureextraktion zu nutzen. Dies soll mit einfachen Mitteln universell méglich sein.

[0005] Die Aufgabe wurde gemifl den Merkmalen der Patentanspriiche gelost. Gemaf3
3
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Anspruchl wird eine Vorrichtung zur automatisierten Extraktion von Nukleinsduren
beschrieben, umfassend einen Kérper, der teilweise oder vollstindig in eine Reaktionskavitét
cintauchen kann, wobei mindestens der Teil, der in die Reaktionskavitét eintaucht eine raue
oder strukturierte Oberflache aufweist. Vorzugsweise wird eine entsprechende Pipettenspitze
verwendet, die entweder aufgeraut wurde oder der ein rauer oder strukturierter Gegenstand
aullen angesteckt wird. An diesem Gegenstand findet die Préizipitation der Nukleinsduren
statt, wenn die Polaritit der Losung gesenkt wird. Dies geschicht entweder vorzugsweise
entweder durch Zugabe eines organischen Losungsmittels (Alkohole) oder durch einen im
Stand der Technik bekannten Bindungspuffer. Es hat sich herausgestellt, dass die Anbindung
der Nukleinsduren an diesen Gegenstand nicht stattfindet, wenn dieser Gegenstand eine glatte
Oberflache aufweist. Die Anspriiche 2 bis 6 stellen bevorzugte Ausfithrungsformen der
Erfindung dar.

[0006] Gegenstand der Erfindung ist auch ein Gerit nach dem walk-away-Prinzip, das die
erfindungsgemafe Vorrichtung aufweist, z.B. ein Pipettierautomat oder ein
Extraktionsautomat.

[0007] Basis der Erfindung ist die Beobachtung, dass Nukleinsduren an die Oberfliche von
strukturierten bzw. rauen Materialien (z.B. an Polymermaterialien) adsorbieren. Dazu ist es
nur notwendig, eine Nukleinsdure enthaltende biologische Probe zu lysieren, um die
Nukleinsdure freizusetzen. Dies kann mit dem Fachmann bekannten Puffern erfolgen. Nach
Lyse wird die Probe mit einer Substanz, welche die Polaritdt der wissrigen Losung senkt,
vorzugsweise organische Losungsmittel wie Alkohole oder Ketone, versetzt. Dieser Ansatz
wird nunmehr mit einem Material, welches durch eine nichtglatte Oberflache charakterisiert
ist, in Kontakt gebracht. Unter diesen Voraussetzungen adsorbieren Nukleinsiduren an die
Oberfldche des eingesetzten Materials. Nachfolgend erfolgen ggf. Waschschritte mit
bekannten alkoholischen Waschlosungen. Nach Trocknung wird die adsorbierte Nukleinsaure
durch Zugabe von Wasser oder eines Niedrigsalzpuffers (z.B. 10 mM Tris HCl) vom Material
abgeldst und kann fiir downstream-Anwendungen eingesetzt werden. Die erfindungsgemale
Vorrichtung und das erfindungsgemifle Verfahren nutzt diese Moglichkeit fiir einen
einfachen und automatisierbaren Extraktionsprozess. Die Vorrichtung besteht dabei aus einem
Korper, der teilweise in eine Reaktionskavitit eintauchen kann, wobei der Teil, der in diese
Reaktionskavitit eintaucht, eine nicht-glatte Oberfliche aufweist. Vorzugsweise verwendet
man einen Hohlkoérper, welcher Flissigkeiten aufnehmen und abgeben kann. Besonders
bevorzugt wird eine Pipettenspitze eingesetzt. Die Pipettenspitze ist so aufgebaut, dass sich an

ihrer AuBenflache im letzten unteren Drittel ein strukturiertes bzw. raues Material befindet.
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Dies kann z.B. durch das Aufstecken eines passenden Ringes erfolgen (z.B. kann ein solcher
Ring auf gédngige Pipettenspitzen gesteckt werden, was die Universalitit unterstreicht). Der
Hohlkorper selbst kann aber ebenfalls liber eine solche konstruktive Besonderheit (Rauheit)
verfligen und somit aus einem Teil bestehen und in einem Spritzgusswerkzeug produziert
werden. In der Figur 1 ist die erfindungsgeméle Vorrichtung beispielhaft fiir eine
modifizierte Pipettenspitze skizziert.

[0008] Zur Erfindung gehort auch ein Verfahren zur automatisierten Extraktion von

Nukleinsduren, gekennzeichnet durch folgende Schritte:

a) Eine lysierte biologische Probe wird in eine Reaktionskavitit gegeben und mit mindestens
einer Substanz, die die Polaritdt der wissrigen Losung senkt oder mit einem Mittel zur
Anbindung von Nukleinsduren an eine feste Phase, versetzt

b) Eintauchen einer Vorrichtung gemif3 einem der Anspriiche 1 bis 5 in diese Kavitit, wobei
die Nukleinsduren an den rauen bzw. strukturierten Teil dieser Vorrichtung binden

¢) Ggf. Uberfiihren der Vorrichtung in eine mindestens weitere Kavitit zum Waschen der
angebundenen Nukleinsduren

d) Ggf. Trocknen der angebundenen Nukleinsduren

e) Uberfiihren der trockenen angebundenen Nukleinséuren in eine weitere Kavitit zur

Elution der Nukleinsduren

[0009] Der Begriff ,,raue Oberfliche* ist so zu verstehen, dass durch Beriihren oder durch
Ansicht der Oberflache erkennbar ist, dass diese nicht glatt ist. Dabei kann es sich aber auch
um eine Oberfldche handeln, die eine Struktur aufweist (z.B. Rillen). Durch diese Struktur ist
die Glattheit der Oberflache aufgehoben, auch wenn die Struktur, also die Rillen, selbst glatt
sein kann. Erfindungsgemdl werden solche Oberflichen als , strukturierte Oberflichen*
bezeichnet. Falls durch Ansicht oder Beriihren der Oberflache nicht erkennbar ist, ob eine
Oberfldche glatt oder rau ist, kann ein Test durchgefiihrt werden, bei dem ein Laserstrahl auf
diese Oberflache gerichtet wird. Bei einer glatten Oberflache wird der Laser nur in
Hauptrichtung an der Oberflidche reflektiert. Bei rauen Oberflichen erfolgt eine Streuung in
alle Raumrichtungen. Ein solcher Test ist auf der Web-Seite der Universitit Kiel beschrieben

worden (http://www.tfuni-

kiel.de/matwis/amat/semitech _cn/kap 3/illustr/oberflacchenstrukture.pdf.

[0010] Die erfindungsgemifie Vorrichtung wird fiir das erfindungsgeméife Verfahren zur
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automatisierten Extraktion von Nukleinsduren wie folgt eingesetzt: Vorzugsweise nutzt man
ein klassisches walk-away-Prinzip, d.h. die fiir die Extraktion benétigten Losungen werden
vorgelegt und sukzessive in den Extraktionsprozess einbezogen. Entsprechend der
Zielstellung der vorliegenden Erfindung kénnen fiir den automatisierten Extraktionsablauf
sogar kommerziell verfiigbare Extraktionsautomaten oder Pipettierautomaten eingesetzt
werden, wenn diese iiber die notwendigen technischen Voraussetzungen verfiigen. Die Probe
wird in eine Reaktionskavitit gegeben und mit Lysepuffer und ggf. proteolytischen Enzymen
versetzt. Danach erfolgt die Probenlyse. Nach Lyse der Probe mit bekannten Lysepuffern
wird dem Lysat eine organische Komponente zugegeben. In diese Lésung taucht die
erfindungsgemafe Vorrichtung ein und wird in der Losung mehrere Male vertikal auf- und ab
bewegt. Nun befinden sich die Nukleinséuren an dieser Vorrichtung. Danach wird die
Vorrichtung aus der Losung entfernt und in eine neue Reaktionskavitit bewegt. In dieser
befindet sich ein alkoholischer Waschpuffer (auch hierbei konnen bekannte Waschpuffer
verwendet werden) bzw. nur ein Alkohol. In diese Losung taucht das erfindungsgemale
Mittel ein und wird in der Lésung mehrere Male vertikal auf- und ab bewegt. Die
Waschschritte konnen mehrere Male wiederholt werden. Nach dem letzten Waschschritt wird
das die Vorrichtung aus der Lésung entfernt und auBerhalb der Kavitit kurz getrocknet, damit
der restliche Alkohol entfernt wird. Im letzten Schritt wird die erfindungsgeméfe Vorrichtung
in eine weitere Kavitdt getaucht, in welcher sich Wasser oder ein anderer Niedrigsalzpuffer
befindet. Auch in diese Kavitit taucht die erfindungsgemifle Vorrichtung ein und wird in der
Loésung mehrere Male vertikal auf- und abbewegt. Dies fiihrt zum Ablésen der gebundenen
Nukleinsdure. Aus diesem allgemeinem Ablaufprotokoll wird ersichtlich, wie einfach die
automatisierte Extraktion nunmehr ist. Es muss keine Separation von magnetischen Partikeln
mehr vorgenommen werden, wie dies bei der automatisierten Extraktion mittels
Magnetpartikeln der Fall ist. Das Verfahren benétigt keine Vakuumfiltrationschschritte, wie
bei der Nutzung von Filterplatten notwendig. Es benétigt lediglich die erfindungsgemale
Vorrichtung sowie eine Pipettierplattform. Vorteilhaft ist dabei natiirlich die Universalitit und
Einfachheit der erfindungsgemifBen Vorrichtung, da man kommerziell verfligbare
Standardpipettenspitzen nehmen kann. Diese Pipettenspitzen werden durch aufstecken z.B.
eines Ringes mit der fiir die Isolierung von Nukleinsduren notwendigen spezifischen
Oberflacheneigenschaft so modifiziert, dass sie zur erfindungsgemifien Vorrichtung werden
und somit auf beliebigen Pipettierplattformen fiir die Isolierung von Nukleinsduren eingesetzt
werden konnen.

[0011] Dariiber hinaus kénnen die fiir die Extraktion bendtigten Reagenzien in
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entsprechenden Reaktionskavititen bereits vorgelegt sein, so dass der Extraktionsprozess
nach dem walk-away-Prinzip ablaufen kann. Ein weiterer besonderer Vorteil offenbart sich
dadurch, dass das erfindungsgeméifle Mittel nicht nur die Anbindung der Nukleinsdure
erméglicht, sondern dariiber hinaus auch in separater Art noch Fliissigkeiten bewegen kann.
In dieser kombinierten Funktion kann der Extraktionsablauf noch weiter optimiert werden. So
kann bereits die Lyse der Probe auf einem Automaten erfolgen. Die wihrend der Lyse
notwendige kontinuierliche Bewegung der Probe wird durch die Pipettierfunktion der
erfindungsgeméBen Vorrichtung erreicht. Weiterhin kann nach dem finalen Elutionsschritt
das Eluat auch aus der Elutionskavitit mittels der Pipettierfunktion entfernt und in ein
Lagergefal} iiberfithrt werden. Durch diese einfach umsetzbare Doppelfunktion des
erfindungsgemaBen Mittels kann damit der Grad der Automatisierung flexibel erhoht werde.
[0012] Die Erfindung soll nachfolgend anhand von Ausfithrungsbeispielen néher erldutert

werden. Die Ausfithrungsbeispiele stellen dabei keine Limitierung der Erfindung dar.

Ausfithrungsbeispiel

Automatisierte Extraktion von Nukleinsdure aus NIH 3T3 Zellen mittels des

erfindungsgeméfen Verfahrens und unter Verwendung einer modifizierten Pipettenspitze
sowie unter Verwendung eines kommerziell verfligbaren Extraktionsautomaten

Variante A: halbautoamischer Extraktionsablauf (Probenlyse erfolgt separat)

[0013] Als Beispiel fiir einen Standard-Extraktionsautomat wurde der InnuPure C16
(Analytik Jena AG) verwendet. Bei diesem System handelt es sich um einen Magnetpartikel-
basiertes Extraktionssystem, dass fiir die Durchfiihrung des erfindungsgeméfen Verfahrens
zweckentfremdet eingesetzt wurde. An das untere Ende der fiir den InnuPure C16 Automaten
eingesetzten Pipettenspitzen wurde von auflen ein Ring aufgesteckt in der Art, dass die
Pipettierfunktion nicht beeintrichtigt wird. Der auflen aufgesteckte Ring besteht dabei aus
einem Polymer und weist eine strukturierte Oberflache auf. Die Kombination aus Hohlkérper
und daran befestigtem Ring bilden das Mittel zur Durchfiihrung des erfindungsgeméfen
Verfahrens.

[0014] Fir die Nukleinsdureextraktion wurden unterschiedlichen Mengen an NIH 3T3 Zellen

eingesetzt. Die fiir die Isolierung der Nukleinsduren eingesetzte Extraktionschemie wurde



10

15

20

25

WO 2016/169679 PCT/EP2016/054180

dabei teilweise aus dem kommerziellen Extraktionskit innuPREP Blood DNA Kit/IPC16X
(Analytik Jena AG) genommen. Mittels eines Lysepuffers (Lysis Solution CBV) sowie von
Proteinase K wurden die Zellen bei 60°C fiir 15 min in einem 2.0 ml Reaktionsgefal3 lysiert.
Die Lyse erfolgte dabei nicht im Extraktionsautomaten. Nachfolgend wurde das
automatisierte Verfahren des Innupure C16 fiir die Aufreinigung der Nukleinsduren
verwendet. Die fiir die Extraktion benétigten Losungen lagen in einer vorbefiillten Deep-
Well-Platte vor. Die oben beschriebenen Lysate wurden in Kavititen gegeben, die mit 400 ul
Isopropanol befiillt waren. Die mit dem Ring versehenen Pipettenspitzen (das
erfindungsgeméfe Mittel) vollzogen 80x eine vertikale Eintauchbewegung in diese Kavititen,
wobei am Boden der Kavitit jeweils eine Inkubation von 2 s abgewartet wurde. Danach
wurden die mit dem Ring modifizierten Piepettenspitzen sukzessive je 10x in drei weiteren
Kavititen eingetaucht, die alkoholische Waschpuffer (Washing Solution LS, 80%iger
Ethanol, 80%iger Ethanol) enthielten.

[0015] Im Anschluss an den letzten Waschschritt wurde der Ring an dem Hohlkérper 10
Minuten lang auBerhalb der Kavitit getrocknet und damit der restliche Ethanol entfernt. Die
Elution der Nukleinsiuren erfolgte durch 30 Wiederholungen einer Ein- und
Auftauchbewegung in 200 ul Elution Buffer, der durch das Gerit zuvor auf 50° C temperiert
worden war. Es schloss sich in derselben Kavitét ein Mischschritt mittels 80-maligem
Pipettieren von 100 ul bei 40° C an. Dazu wurde die erfindungsgemifle doppelte Funktion des
erfindungsgemalen Mittels genutzt.

[0016] Das Verfahren ist extrem einfach in der Durchfiihrung und dadurch extrem schnell. Im
Vergleich zum Standardverfahren einer Nukleinsdureextraktion mit dem InnuPure C16 und
der Verwendung von Magnetpartikeln fiir die Anbindung der Nukleinsduren betrigt die
Zeitersparnis iiber 50 %.

[0017] Der Nachweis der isolierten Nukleinsédure erfolgte mittels spektrophotometrischer

Messung und geleletrophoretischer Darstellung in einem Agarosegel.

[0018] Ergebnisse der spektrophotometrischen Vermessung:

Probe Konzentration | Ausbeute Ratio Ratio
(ng/ nl) (ng) Az60:Azso | A260:A230
1 5 x 10° NIH 3T3 Zellen 72,52 14,5 1,79 1,53
2 5 x 10° NIH 3T3 Zellen 64,11 12,8 1,96 1,58
3 2,5x 10° NIH 3T3 Zellen 45,19 9,0 1,74 1,41
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4 | 2,5x10° NIH 3T3 Zellen 32,88 6,8 1,91 1,29
5 | 1,25x 10° NIH 3T3 Zellen 19,4 3,9 1,8 1,1
6 1,25 x 10° NIH 3T3 Zellen 10,47 2,1 1,76 1,05
7 | 0,62 x 10° NIH 3T3 Zellen 5,65 1,1 1,34 0,76
8 | 0,62x 10° NIH 3T3 Zellen 5,84 1,2 1,9 0,7

[0019] Wie die Ergebnisse zeigen, ist es mit dem erfindungsgeméifen Mittel moglich, allein

unter Verwendung einer Standard- Extraktionschemie und kommerziell erhéltlicher

Extraktionsplattformen Nukleinsdure zu binden und zu isolieren. Es zeigt sich, dass die

Ausbeuten extrem hoch sind und dass in Abhéngigkeit der eingesetzten Zellmengen auch

Abstufungen bei den Ausbeuten zu beobachten sind.

[0020] Figur 2 zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der isolierten Nukleinsdure.

Dargestellt ist die in einem 0,8 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennte

Nukleinsiure, die mittels des erfindungsgeméfen Verfahrens isoliert wurde. Die Proben

wurden von links nach rechts, beginnend mit Probe 1 aufgetragen. Das aufgetragene Volumen

betrug 5 pl.

Variante B: vollautomatischer Extraktionsablauf (Probenlyse erfolgt im Gerit)

[0021] In einer weiteren Ausfiihrungsform erfolgt die Lyse der Probe ebenfalls automatisiert.

Somit ist vom Anwender lediglich die Probe und die Proteinase K zuzugeben, die weitere

Priparation erfolgt komplett automatisiert mit der Technik des InnuPure C16. Fiir die Lyse

der Probe wird diese vom Innupure C16 auf 50° C erhitzt und durch 250x Auf- und

Abpipettieren die Lyse noch verstiarkt. Im Anschluss erfolgt durch die Pipettierfunktion des

Hohlkorpers die Verbringung von 400 ul Isopropanol aus einer vorbefiillten Kavitét in die

Kavitdt mit dem Lysat. Alle weiteren Schritte erfolgten wie oben beschrieben.

Probe Konzentration | Ausbeute | Ratio Ratio

(ng/ nl) (ng) Az60:Azso | A260:A230
1 |2,5x10°NIH 3T3 Zellen 33,07 6,6 1,72 1,14
2 |2,5x10° NIH 3T3 Zellen 34,02 6,8 1,62 1,13
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[0022] Figur 3 zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der isolierten Nukleinséure.
Dargestellt ist die in einem 0,8 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennte
Nukleinsdure, die mittels des erfindungsgemélen Verfahrens und interner Lyse isoliert wurde.
Die Proben wurden von links nach rechts, beginnend mit Probe 1 aufgetragen. Das

aufgetragene Volumen betrug 5 pl.

[0023] Figur 1 ist eine exemplarische Ausfiihrungsform des Ringes, der auf einen Hohlkorper
aufgesteckt wird. Die Abbildung ist stark vergroBert.

[0024] Dargestellt ist eine exemplarische Ausfithrungsform des Ringes, wie er fiir eine
Nukleinsdureextraktion nach dem erfindungsgeméfen Verfahrens eingesetzt werden kann.
Dieser Formkorper mit nichtglatter Oberflache kann auf beliebige kommerziell verfiigbare
Pipettenspitzen aufgesteckt werden, so dass dieser sich dann im letzten unteren Drittel der

Spitze befindet.

10
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Patentanspriiche

1. Vorrichtung zur automatisierten Extraktion von Nukleinsduren, umfassend mindestens
einen Korper, der teilweise oder vollstindig in eine Reaktionskavitit eintauchen kann,
dadurch gekennzeichnet, dass mindestens der Teil, der in die Reaktionskavitét eintaucht

eine raue oder strukturierte Oberflache aufweist.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung einen
mindestens teilweise rauen oder strukturierten Hohlkdrper umfasst, vorzugsweise um eine

Pipettenspitze mit teilweiser rauer oder strukturierter Oberflache handelt.

3. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um einen glatten
Hohlkoérper, vorzugsweise um eine Pipettenspitze handelt, an dem (der) ein rauer oder

strukturierter Gegenstand auflen angebracht ist.

4. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem
aufsteckbaren Gegenstand um einen Ring oder eine Hiilse mit rauer oder strukturierter

Oberflache handelt.

5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem
aufsteckbaren Gegenstand um ein raues oder strukturiertes Polymermaterial, ein
Kompositmaterial mit rauer oder strukturierter Oberfliche oder um ein Material handelt,

dass mittels 3D-Druck erzeugt wurde.
6. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Hohlkérper,
vorzugsweise eine Pipettenspitze, eine Fliissigkeit, die sich in einer Reaktionskavitéit

befindet, aufnehmen kann.

7. Gerit nach dem walk-away-Prinzip zur automatisierten Extraktion von Nukleinséduren,

umfassend mindestens eine der Vorrichtung gemél einem der Anspriiche 1 bis 6.

8. Gerit nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass es einen Pipettierautomaten oder

einen Extraktionsautomaten darstellt.

11
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11.

12.

13.

14.
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Verfahren zur automatisierten Extraktion von Nukleinsduren, gekennzeichnet durch

folgende Schritte:

Eine lysierte biologische Probe wird in eine Reaktionskavitdt gegeben und mit mindestens
einer Substanz, die die Polaritdt der wissrigen Losung senkt oder mit einem Mittel zur
Anbindung von Nukleinsduren an eine feste Phase, versetzt

Eintauchen einer Vorrichtung geméaf einem der Anspriiche 1 bis 5 in diese Kavitit, wobei
die Nukleinsduren an den rauen bzw. strukturierten Teil dieser Vorrichtung binden
Uberfiihren der Vorrichtung in eine mindestens weitere Kavitit zum Waschen der
angebundenen Nukleinsduren

Trocknen der angebundenen Nukleinsduren

Uberfiihren der trockenen angebundenen Nukleinsduren in eine weitere Kavitit zur

Elution der Nukleinsduren

Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass als Substanz zur Senkung der
Polaritit der wassrigen Losung organische Losungsmittel, vorzugsweise Alkohole,

eingesetzt werden.

Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dass mittels der
Pipettierfunktion gemal Anspruch 6 die Fliissigkeit der Kavitit gemdfl Anspruch 9¢ an
die Vorrichtung tiberfithrt wird.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass, die
Vorrichtung nach einem der Anspriiche 2 bis 5 ausgestaltet ist und wobei nach der
Elution der Nukleinsduren in einer Elutionskavitidt Eluat aus der Reaktionskavitidt mittels

des Hohlkdpers, insbesondere einer Pipettenspitze, in ein Lagergefal iiberfiihrt wird.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass, die
Vorrichtung nach einem der Anspriiche 2 bis 5 ausgestaltet ist und wobei die lysierte
biologische Probe mittels des Hohlkdpers, insbesondere einer Pipettenspitze, in die

Reaktionskavitét gegeben wird.

Automatisches Verfahren gemif einem der Anspriiche 9 bis 13 mittels eines

Pipettierautomaten oder einen Extraktionsautomaten.

12
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