TECHNOLOGIE

Automatisierte Nukleinsdure-Extraktion

Friihjahrsputz auf der Laborbank

- -
Ob fiir den kleinen Forschungsbetrieb oder das durchsatzstarke Routinediagnostik- a
labor—fiir alle Belange der Nukleinséure-Extraktion gibtes Systeme, die DNAund RNA ¢
vollautomatisch und zuverlissig reinigen —und auf fast jede Laborbank passen. ¥

Friiher war die Nukleinsidure-Extraktion
aus Viren, Bakterien und Geweben echte
FleiBarbeit. Zunichst mussten die Zellen
lysiert, storende Proteine verdaut und un-
l6sliche Bestandteile abgetrennt werden.
Dann wurden die Uberstinde mit einem
Phenol-Chloroform-Gemisch (oder einem
anderen, dhnlich giftigen Lisungsmittel)
ausgeschiittelt, bevor man endlich die
kostbaren DNA- oder RNA-Molekiile mit
viel Fingerspitzengefiihl isolieren konnte.
Zwischen all diesen Schritten hief es: Pipet-
tieren, inkubieren, zentrifugieren!

Die zahlreichen Arbeitsgéinge der ma-
nuellen Aufreinigung erforderten mehrere
Stunden intensiver Laborarbeit — im Zeit-
alter des Next Generation Sequencing und
der Fast-PCR ein nicht zu akzeptierender
zeitlicher Aufwand. Deshalb ist es nicht
verwunderlich, dass in den letzten Jahren
immer mehr halb- und vollautomatisier-
te Aufreinigungsverfahren in den Markt
der Life-Science- und Diagnostik-Labore
vorgedrungen sind. In der klinischen Rou-
tinediagnostik kommen heute iiberwie-
gend GroBgerite zum Einsatz, bei denen
die quantitative Analyse der Nukleinsiuren
mittels PCR hiufig inklusive ist.

Drei dieser Technologien, ndmlich den
VERSANT kPCR von Siemens sowie das
BD Viper- und das BD MAX-Sytem (BD
Diagnostics), haben wir bereits in der letzten
Trillium-Ausgabe vorgestellt. Zwei weitere
solcher Vollautomaten, den QIAsymphony
RGO von Qiagen und das PANTHER-Sys-

tem von Gen-Probe, finden Sie in diesem
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Heft auf den Seiten 58 und 59. Diese Sys-
teme sind vor allem fiir groBe Diagnostik-
labore geeignet, die Viren, Chlamydienund

Bakterien nachweisen.

Saulen und Magnete

Fiir den kleinen bis mittleren Durch-
satz, also fiir die Diagnostik von selten
angeforderten Erregern, HLA-Subtypen,
Tumorgenen oder genetischen Defekten
sowie fiir den gesamten Bereich der mo-

lekularbiologischen Forschung bietet sich

Prozesslésungen fiir die
Molekulare Analyse

Die automatisierten DNA/RNA-Extraktions-
Ivsungen von Beckman Coulter bieten dem
Anwender in der Molekularen Diagnostik den
entscheidenden Vorteil,
neben der DNA/RNA-
Extraktion auch weitere
typische molekular-
diagnostische Anwen-
dungen zu automatisie-
ren. Dazu zédhlenu a.: ‘[
* DNA/RNA-Extraktion
fiir 1-96 Proben/Lauf
Hoher Durchsatz (bis zu96 Proben/1,5-2,5h)
Quantifizierung & Normalisierung der
DNA/RNA

* PCR-Setup

e PCR-Aufreinigung und/oder Size Selection
e Setup fir Sequenzierung (NextGen oder
Sanger)

Aufreinigung der Sequenzen
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die Aufreinigung mit Hilfe vorgepackter
,.Spin-Siulen* (siche Bild oben) an: Die
Isolierung der Nukleinsduren erfolgt hier
meist liber die Bindung der DNA bzw.
RNA an ein Silicagel, gefolgt von einem
Zentrifugationsschritt (Spin).

Zur Automatisierung dieser Sdulchen-
technik gibt es schon seit einigen Jahren
kleine Pipettierroboter, beispielsweise
LabTurbo (LTF) und QIAcube (Qiagen),
die die Aufreinigung fast zu einem Kinder-
spiel machen. Alle Schritte, von der Lyse
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ECKMAN
COULTER.

« Automatische Probenverfolgung

e Einfache Anbindung an LIMS-Systeme
Die Basis fir diese offenen Lésungen bilden
die Biomek®-Pipettierer, die flexibel
auf die Bedurfnisse an Geschwin-
digkeit und Durchsatz angepasst
werden kénnen. Insbesondere in Ver-
bindung mit unseren magnetischen
Agencourt®Beads zur Aufreinigung
bzw. Separierung werden herausra-
gende Genauigkeiten und Reprodu-
zierbarkeiten erreicht.

Somit bieten die Lésungen von Beckman
Coulter die Méglichkeit der vollstandigen Au-
tomatisierung nahezu aller in der Molekularen
Analyse anfallenden Prozesse. Einen Uberblick
uber unser gesamtes molekularbiologisches
Spektrum mitden verfugbaren Systemen und
Reagenzien finden sie aufunserer Homepage:
www beckmancoulter.de/molekularbiologie

Beckman Coulter GmbH e Dr. Stefan Overkamp » soverkamp@geckmancoulter.com e Tel. 02151/333-5
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des Ausgangsmaterials liber das Binden
und Waschen bis zur Elution der Nuklein-
sduren, erfolgen nach einem standardisier-
ten Protokoll, das Anwendungsfehler zu
vermeiden hilft. Und das Beste: Durch die
»Walk Away*-Automation bekommt der
Benutzer kostbare Arbeitszeit geschenkt.

Viele der neueren Systeme arbeiten mit
paramagnetischen Partikeln, die von einer
speziellen DNA-bindenden Matrix umbhiillt
sind. Eine Auswahl solcher Extraktionsau-
tomaten finden Sie in unserer Produktiiber-
sicht auf den Seiten 56-57: Zu den offenen
Systemen, die Testkits unterschiedlicher
Hersteller zulassen, gehoren der Biomek
Liguid Handler (Beckman Coulter) sowie
der LabTurbo (LTF Labortechnik).

Bei dem EZ] Advanced XL (Qiagen),
dem Maxwell 16 (Promega), dem Arrow
(LTF Labortechnik), dem NucliSENS
easyMAG (bioMérieux), dem InviGenius
(STRATEC Molecular) und dem Geno-

Xtract (Hain Lifescience) handelt es sich
um geschlossene Geriite, die mit firmenei-
genen Kits arbeiten. Bei den Magnet-Bead-
Systemen hiilt ein Magnet die Kiigelchen
wihrend des Waschvorganges im Gefiifl
und macht aufwindiges Zu- und Abpipet-
tieren iiberfliissig. Auch Verunreinigungen
und Kreuzkontaminationen konnen so
weitgehend ausgeschlossen werden.

Ein ganz anderes Extraktionsverfahren
stammt aus der Fotoindustrie: Die orga-
nische Polymermembran der Firma Fuji-
Film liefert nicht nur schine Urlaubsbilder.
In Sdulchen gepacktkann sie auch negativ
geladene Makromolekiile binden — eine
Eigenschaft, die der Quickgene fiir eine
besonders einfache Nukleinsiure-Auf-

reinigungstechnik nutzt.

Extraktion aus FFPE-Gewebe
Besonders fiir Pathologen interessant:

Seit einiger Zeit gibt es eine Reihe von

SIEMENS

Siemens Tissue Preparation Solution
Tissue Preparation System

VERSANT® Tissue Preparation Reagent Kit (CE)

Siemens kommerzialisiert 2011 das erste voll
automatisierte Extraktionssystem zur Isolation
von Nukleinsauren aus formalinfixierten und
paraffineingebetteten Gewebeschnitten. Die
Walkaway-Methode beinhaltet insbesondere
einenxylolfreien Entparaffinisierungsschrittund
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Silikat-beschichtete Nano-Beads

ermoglichteinen hochen Probendurchsatz von
bis zu 48 Proben in weniger als 4 Stunden.
Die CE-markierten VERSANT® Tissue Pre-
paration Reagenzien erlauben die Aufreini-
gung von DNA wie auch RNA mit Hilfe von
silikat-beschichteten Nanopartikeln. Das
Tissue Preparation System setzt einen
Standard far umfangreiche retrospektive
Biomarkerstudien an archiviertem FFPE-
Gewebematerial und macht die Routine-
diagnostik in der molekularen Pathologie
robuster und reproduzierbarer,

Weiterfiihrende Literatur:
BohmannK, etal. Clin. Chem, 2009: 55(9):1719-27
Hennig G, etal. Clin. Chem. 2010; 56(12):1845-53

Siemens Healthcare Diagnostics Holding GmbH e Ludwig-Erhard-StraBe 12 65760 Eschborn ¢
Dr. Guido Hennig ® guido.hennig@siemens.com
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Automatisierungsverfahren fiir die DNA-/
RNA-Extraktion aus formalinfixierten
und in Paraffin eingebetteten Schnitten
(abgekiirzt FFPE). Solche Gewebepriipa-
rationen stellen eine wertvolle Quelle fiir
Biomarker in Forschung und Diagnostik
dar. Allerdings gestaltet sich hier die Iso-
lierung von Nukleinsiuren, besonders der
empfindlichen RNA, eher schwierig. Der
Grund: Proteine und Nukleinséuren wer-
den durch das Fixierungsverfahren hiiufig
quervernetzt, chemisch modifiziert und oft
stark fragmentiert.

Bisher waren nur wenige standardisierte
Methoden zur Extraktion von Nuklein-
sduren aus FFPE-Gewebe etabliert. Seit
Anfang 2011 gibt es nun von Siemens
ein vollautomatisiertes System (siehe
Kasten). Auch die auf S. 56-57 genann-
ten Geriite Maxwell 16 von Promega und
EZI Advanced XL von Qiagen sind dafiir
ausgelegt, in Kombination mit speziellen
Kits Nukleinsduren aus FFPE-Schnitten
zu extrahieren. Dazu kann bei beiden
Systemen ein Entparaffinierungsschritt
vorgeschaltet werden, der manuell mit
einer speziellen Losung des Herstellers
durchgefiihrt wird. Das macht die Be-
handlung mit gesundheitsschiidigenden

Losungsmitteln wie Xylol tiberfliissig.

Individuelle Bediirfnisse

Wie schon von Frau Dr. EBbauer auf S. 42
festgestellt, muss letztlich jeder Anwender
selbst aus der umfangreichen Palette das
Aufreinigungsverfahren auswihlen, das
zu seiner spezifischen Applikation in Di-
agnostik oder Forschung am besten passt.
Wir hoffen, dass die Anregungen in dieser
Miirzausgabe dabei helfen, das passende
.-Reinigungsmittel” fiir die individuellen
Bediirfnisse beim Friihjahrsputz auf der
Laborbank zu finden. £

Dr. Elke Matuschek
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