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Beschreibung

[0001] Gegenstand der Erfindung ist eine Vorrich-
tung und ein Verfahren zur automatisierten Isolierung 
von Nukleinsäuren aus nukleinsäurehaltigen unter-
schiedlichsten Ausgangsmaterialien, welches sowohl 
eine sehr hohe Qualität der zu isolierenden Nuklein-
säuren garantiert als auch die Isolierung quantitativer 
Ausbeuten ermöglicht.

Stand der Technik

[0002] Unter klassischen Bedingungen erfolgt die 
Isolierung von DNA aus Zellen und Geweben da-
durch, dass die Nukleinsäuren enthaltenden Aus-
gangsmaterialien unter stark denaturierenden und 
reduzierenden Bedingungen, teilweise auch unter 
Verwendung von proteinabbauenden Enzymen, auf-
geschlossen, die austretenden Nukleinsäurefraktio-
nen über Phenol-/Chloroform-Extraktionsschritte ge-
reinigt und die Nukleinsäuren mittels Dialyse oder 
Ethanolpräzipitation aus der wässrigen Phase ge-
wonnen werden (Sambrook, J., Fritsch, E.F. und Ma-
niatis, T., 1989, CSH, "Molecular Cloning").

[0003] Diese "klassischen Verfahren" zur Isolierung 
von Nukleinsäuren aus Zellen und besonders aus 
Geweben sind sehr zeitaufwendig (teilweise länger 
als 48 h), erfordern einen erheblichen apparativen 
Aufwand und sind darüber hinaus auch nicht unter 
Feldbedingungen realisierbar. Außerdem sind solche 
Methoden auf Grund der verwendeten Chemikalien 
wie Phenol und Chloroform in einem nicht geringen 
Maße gesundheitsgefährdend.

[0004] Verschiedene alternative Verfahren zur Iso-
lierung von Nukleinsäuren aus unterschiedlichen bio-
logischen Ausgangsmaterialien ermöglichen die auf-
wendige und gesundheitsschädigende Phenol-/Chlo-
roform-Extraktion von Nukleinsäuren zu umgehen, 
sowie eine Reduzierung der zeitlichen Aufwendun-
gen zu erreichen.

[0005] Alle diese Verfahren basieren auf einer von 
Vogelstein und Gillespie (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
1979, 76, 615–619) entwickelten und erstmals be-
schriebenen Methode zur präparativen und analyti-
schen Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agaro-
segelen. Die Methode kombiniert die Auflösung der 
die zu isolierende DNA- Bande enthaltende Agarose 
in einer gesättigten Lösung eines chaotropen Salzes 
(NaJ) mit einer Bindung der DNA an Glaspartikel. Die 
an die Glaspartikel fixierte DNA wird anschließend 
mit einer Waschlösung (20 mM Tris HCl [pH 7,2]; 
200mM NaCl; 2 mM EDTA; 50% v/v Ethanol) gewa-
schen und danach von den Trägerpartikeln abgelöst.

[0006] Diese Methode erfuhr bis heute eine Reihe 
von Modifikationen und wird zum gegenwärtigen 
Zeitpunkt für unterschiedliche Verfahren der Extrakti-

on und Reinigung von Nukleinsäuren aus unter-
schiedlichen Herkünften angewendet (Marko, M.A., 
Chipperfield, R. und Birnboim, H.G., 1982, Anal. Bio-
chem., 121, 382–387).

[0007] Darüber hinaus existieren heute weltweit 
auch eine Vielzahl von Reagenziensystemen vor al-
lem zur Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agaro-
segelen und für die Isolierung von Plasmid DNA aus 
bakteriellen Lysaten, aber auch für die Isolierung von 
längerkettigen Nukleinsäuren (genomische DNA, zel-
luläre Gesamt-RNA) aus Blut, Geweben oder auch 
Zellkulturen.

[0008] Alle diese kommerziell verfügbaren Kits ba-
sieren auf dem hinlänglich bekannten Prinzip der Bin-
dung von Nukleinsäuren an mineralische Träger un-
ter Anwesenheit von Lösungen unterschiedlicher 
chaotroper Salze und verwenden als Trägermateria-
lien Suspensionen feingemahlener Glaspulver (z.B. 
Glasmilk, BIO 101, La Jolla, CA), Diatomenerden 
(Fa. Sigma) oder auch Silicagele. (Diagen, DE 41 39 
664 A1).

[0009] Ein für eine Vielzahl unterschiedlicher An-
wendungen praktikables Verfahren zur Isolierung von 
Nukleinsäuren ist in US 5,234,809 (Boom) darge-
stellt. Dort ist ein Verfahren zur Isolierung von Nukle-
insäuren aus nukleinsäurehaltigen Ausgangsmateri-
alien durch die Inkubation des Ausgangsmaterials 
mit einem chaotropen Puffer und einer DNA-binden-
den festen Phase beschrieben. Die chaotropen Puf-
fer realisieren sowohl die Lyse des Ausgangsmateri-
als als auch die Bindung der Nukleinsäuren an die 
feste Phase. Das Verfahren ist gut geeignet, um Nu-
kleinsäuren aus kleinen Probenmengen zu isolieren 
und findet speziell im Bereich der Isolierung viraler 
Nukleinsäuren seine praktische Anwendung.

[0010] Spezifische Modifikationen dieser Verfahren 
betreffen den Einsatz von neuartigen Trägermateria-
lien, welche für bestimmte Fragestellungen applikati-
ve Vorteile zeigen (WO-A 95/34569).

[0011] In neueren Patentschriften wird offenbart, 
dass für die Adsorption von Nukleinsäuren an die 
dem Fachmann bekannten und eingesetzten silikati-
schen Materialien auch sogenannte antichaotrope 
Salze als Bestandteil von Lyse/Bindungspuffer-Sys-
temen sehr effizient und erfolgreich eingesetzt wer-
den können (EP 1135479).

[0012] Die Analyse des Standes der Technik ver-
deutlicht eindrucksvoll, dass eine Vielzahl von Mög-
lichkeiten existiert, Nukleinsäuren an feste Trägerma-
terialien, insbesondere mineralische Trägermateriali-
en auf Siliziumbasis, zu binden, nachfolgend zu wa-
schen und die Nukleinsäuren vom Trägermaterial 
wieder abzulösen.
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[0013] Auf Basis der beschriebenen Technologien 
zur Anbindung von Nukleinsäuren an feste Träger-
materialien existiert eine Vielzahl von kommerziell 
verfügbaren Produkten, die es den Anwendern erlau-
ben, Nukleinsäuren aus nukleinsäurehaltigen Aus-
gangsmaterialien zu isolieren. Sehr interessant sind 
dabei zunehmend Verfahrenslösungen, die es ge-
statten, Nukleinsäuren automatisiert zu isolieren und 
aufzureinigen. Dies liegt darin begründet, den erheb-
lichen manuellen Aufwand zu reduzieren bzw. auch 
hohe Durchsätze an Nukleinsäure-Extraktionen reali-
sieren zu können. Diesen Anforderungen Rechnung 
tragend, existieren roboter- bzw. automatenbasierte 
Lösungen zur Isolierung von Nukleinsäuren. Dabei 
handelt es sich i. d. R. um sehr aufwendige Geräte-
konfigurationen, die eine Isolierung von Nukleinsäu-
ren ermöglichen. Man kann generell zwei System-
konfigurationen unterscheiden. 

1. Automatisierte Verfahren zur Isolierung von Nu-
kleinsäuren unter Nutzung von 96-Well-Filterplat-
ten zur Anbindung der Nukleinsäuren.
2. Automatisierte Verfahren zur Isolierung von Nu-
kleinsäuren unter Nutzung von magnetischen 
Partikeln zur Anbindung der Nukleinsäuren.

[0014] Der Prozess der Isolierung der Nukleinsäu-
ren realisiert sich dabei in Analogie zu den beschrie-
benen manuellen Verfahren. Nach Lyse des Aus-
gangsmaterials erfolgt die Bindung der Nukleinsäu-
ren an die jeweiligen festen Trägermaterialien (Filter-
platte oder Magnetpartikel), nachfolgend das Wa-
schen der gebundenen Nukleinsäure, Trocknen der 
Trägermaterialien (Entfernung alkoholischer Kompo-
nenten) und Elution der Nukleinsäuren. Dabei erfolgt 
die Prozessierung der Extraktion im Falle der Nut-
zung von Filterplatten via Vakuum oder mittels Druck 
bzw. bei Nutzung von magnetischen Partikeln über 
eine magnetische Separation.

[0015] Aufgabe der Roboterstationen ist es, wenn 
möglich, alle notwendigen Verfahrensschritte einer 
Nukleinsäureextraktion automatisiert abzubilden. 
Dies erfolgt dabei über aufwendige Pipettierschritte 
mittels Dispensiereinrichtungen, welche die unter-
schiedlichen Pufferkomponenten handhaben müs-
sen, Vakuumstationen für die Filtration bzw. Magnet-
separatoren für Nutzung magnetischer Partikel, ggf. 
Integration aufwendiger Zentrifugationstechnik. Not-
wendig sind auch Heizeinheiten und Schütteleinhei-
ten zur Unterstützung von Lyseprozessen.

[0016] Allerdings existieren nur sehr wenige hoch-
spezialisierte Automaten, die es erlauben, den ge-
samten Prozess der Isolierung von Nukleinsäuren 
durchzuführen. Darüber hinaus sind diese Geräte oft-
mals in keiner Weise universell einsetzbar, sondern 
immer nur optimiert für hochspezifische Applikations-
lösungen. Ein weiterer extremer Nachteil sind enorm 
hohe Kosten für die Anschaffung eines solchen Auto-
maten. Dies wird noch verstärkt durch einen teilweise 

extrem hohen Einsatz von Verbrauchsmaterialien, 
insbesondere von Pipettenspitzen für die notwendi-
gen Pipettierschritte. So werden bei bestimmten An-
wendungen für die Isolierung von Nukleinsäuren mit-
tels 96-Well-Filterpatten teilweise mehrere hundert 
Pipettenspitzen benötigt.

[0017] Preiswertere Systeme sind z.B. Gerätelö-
sungen, die es erlauben, mittels magnetischer Parti-
kel Nukleinsäuren teilautomatisiert zu isolieren. (z.B. 
KingFisher (Handelsnahme)). Diese Geräte sind spe-
ziell für die Isolierung von Nukleinsäuren entwickelt 
worden und arbeiten nach einem einfachen 
„Walk-Away"-Prinzip. Die zu bearbeitenden Proben 
sowie notwendige Pufferlösungen für die Schritte 
Binden- Waschen- Eluieren werden in Reaktionskavi-
täten überführt, wobei die Separation der magneti-
schen Partikel über Magnetstäbe erfolgt, welche 
Schritt für Schritt den Prozess der Nukleinsäureiso-
lierung über die Kontaktierung der magnetischen 
Partikel mit den unterschiedlichen Pufferlösungen 
realisieren. Ein neueres Verfahren ist in der Patent-
schrift EP 1382675 offenbart. Hierbei erfolgt der Pro-
zess der Isolierung von Nukleinsäuren über die Ver-
wendung einer neuartigen und extrem dünnen Mem-
bran. Diese Membran ist Bestandteil einer Filterkar-
tusche. Diese Filtereinheit ist Kernstück eines Extrak-
tionsgerätes, welches Teilprozesse der Isolierung 
von Nukleinsäuren (Binden-Waschen-Eluieren) auto-
matisiert durchführt. Dabei wird vom Anwender eine 
zuvor lysierte Probe auf die Filtereinheit gegeben. 
Der Durchlauf der Probe über die Filtermembran 
kann über Vakuum erfolgen. Nachfolgende Waschlö-
sungen werden automatisiert zudispensiert und über 
die Membran gesaugt. Der Elutionsschritt erfolgt 
nach Zugabe eines Elutionspuffers in derselben 
Form.

[0018] Diese letzteren Gerätesysteme sind weitaus 
preiswerter als die schon beschriebenen Extraktions-
roboter.

[0019] Nachteilig bei diesen Systemen ist dabei 
aber der extrem geringe Automatisierungsgrad. Die-
se Systeme automatisieren lediglich Teilschritte von 
Verfahren zur Isolierung von Nukleinsäuren. Der ge-
samte Vorgang der Probenvorbehandlung und insbe-
sondere der Probenlyse erfolgt nicht mittels dieser 
Geräte. Die automatisierte Extraktion erfolgt erst 
nach der Lyse der Probe. Darüber hinaus wird nicht 
einmal die lysierte Probe automatisiert vom Gerät 
übernommen, sondern muss manuell zugegeben 
werden. Das System KingFisher bedarf des weiteren 
zeit- und arbeitsaufwendiger Schritte, um alle Puffer-
komponenten in die dafür vorgesehene Reaktions-
plastik zu füllen.

[0020] Der sehr geringe Automatisierungsgrad stellt 
damit eine große Limitierung des Einsatzgebietes 
dieser Geräte dar.
3/12



DE 10 2005 053 463 A1    2007.05.10
[0021] Ein weiteres wesentliches Problem im Zu-
sammenhang mit einer Automatisierung von Verfah-
ren zur Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsäu-
ren insbesondere aus komplexen Ausgangsmateria-
lien (Gewebe, Mausschwanz, Pflanzen, Lebensmit-
tel, Stuhlproben etc.) besteht in der notwendigen Ab-
trennung von ungelösten Ausgangsmaterialien nach 
erfolgter Lyse. Dies kann bisher i.d.R. nur über einen 
Zentrifugationsschritt zur Pelletierung der ungelösten 
Komponenten (weiterarbeiten mit den Überständen) 
bzw. mittels einer Zentrifugation über einen Filter 
(weiterarbeiten mit den Filtraten) erreicht werden. Da 
die Integration solcher Verfahrenschritte auf die gän-
gigen Automaten kaum möglich ist, ist die automati-
sierte Aufreinigung aus diesbezüglich problemati-
schen Proben nicht möglich oder nur unzureichend 
realisiert.

Aufgabenstellung

[0022] Die Aufgabe der Erfindung bestand darin, die 
im Stand der Technik genannten Nachteile zu besei-
tigen.

[0023] Die Aufgabe wurde gemäß den Merkmalen 
der Patentansprüche gelöst.

[0024] Dabei wurden die notwendigen Prozesse der 
Isolierung von Nukleinsäuren hochautomatisiert rea-
lisiert, die Mengen an benötigten Verbrauchsmateria-
lien gering gehalten, flexible Probenumfänge bear-
beitet und der Prozess der Isolierung der Nukleinsäu-
ren beschleunigt.

[0025] Darüber wurden Nukleinsäuren aus schwie-
rigen komplexen Proben, insbesondere in Hinblick 
auf das Vorliegen von festen ungelösten Komponen-
ten, nach Lyse automatisiert und ohne zusätzliche 
manuelle Intervention isoliert. Außerdem wurde erst-
mals aus einer Probe simultan und parallel sowohl 
genomische DNA als auch zelluläre Total RNA iso-
liert.

[0026] Das erfindungsgemäße Verfahren und die 
erfindungsgemäßen Vorrichtungen erfüllen die ge-
stellten Aufgaben in idealster Weise.

[0027] Kernstück des Extraktionsprozesses ist da-
bei eine Reaktionseinheit, welche sich aus einem Ob-
er- und einem Unterteil zusammensetzt. Das Unter-
teil der Reaktionseinheit besteht dabei aus einer Re-
aktionskavität mit einem durchlässigen Filtergitterein-
satz. Dieser Filtergittereinsatz dient im noch zu be-
schreibenden Verfahrensprozess des erfindungsge-
mäßen Verfahrens der Abtrennung von partikulären 
Komponenten nach Lyse einer komplexen biologi-
schen Probe. Darüber hinaus dient dieser Einsatz op-
tional auch als Auflagefläche für ein festes Trägerma-
terial für die Anbindung von zu isolierenden Biomole-
külen (z.B. ein Glasfaservlies oder eine Membran). 

Diese Variante kommt insbesondere dann zum Ein-
satz, wenn aus einer biologischen Probe simultan die 
genomische DNA und die zelluläre Total RNA isoliert 
werden soll. Das Oberteil der Reaktionseinheit be-
steht aus einer Reaktionskavität, in welche eine Plas-
tikhülse verbracht wird. Darüber hinaus enthält das 
Oberteil ein Filtermaterial zum Schutz vor Aerosolen. 
Die fertige Reaktionseinheit entsteht durch die Kom-
bination von Oberteil und Unterteil. Wird ein chroma-
tographisches Filtermaterial verwendet, dann wird 
dieses auch durch die Kontaktierung von Ober- und 
Unterteil auf dem Filtereinsatz fest fixiert. Dabei fixiert 
das Oberteil der Reaktionseinheit das Filtermaterial. 
Nach Kombination von Ober- und Unterteil ist die Re-
aktionseinheit funktionell aktiv. Die Fig. 1 zeigt den 
Aufbau der erfindungsgemäßen Reaktionseinheit. 
Das erfindungsgemäße Mittel besitzt für den zu reali-
sierenden Prozess der Isolierung von Nukleinsäuren 
eine Multiplexfunktion.

[0028] Das Mittel dient erfindungsgemäß: 
1. einer exakten Dispensierung und Pipettierung 
von Flüssigkeiten,
2. einer Abtrennung von festen ungelösten Kom-
ponenten nach Lyse der zu bearbeitenden Probe,
3. der Isolierung von Nukleinsäuren unter Verwen-
dung magnetischer Partikel,
4. der Isolierung von Nukleinsäuren über deren 
chromatographische Anbindung an ein festes Trä-
germaterial (als optionalem Bestandteil der Reak-
tionseinheit).

[0029] Die Reaktionseinheit ist dabei das Kernstück 
eines Automaten. Er besteht aus Positionen zur Auf-
nahme von handelsüblichen Reaktionsgefäßen so-
wie von Vorratsgefäßen für Flüssigkeiten sowie einer 
Steck-Position für die erfindungsgemäßen Reakti-
onseinheiten. Eine Reaktionsgefäß-Position ist po-
tenziell beheizbar.

[0030] Der Extraktionsautomat enthält weiterhin 
eine Saug- bzw. Druckluftvorrichtung. Diese Einheit 
ist gekoppelt mit einem Dispensierkopf, welcher ex-
akt auf die Reaktionseinheiten angepasst ist. Die 
Drucklufteinheit ist an eine Wärmequelle gekoppelt, 
die es ermöglicht, auch erwärmte Luft abzugeben. Im 
Dispensierkopf befindet sich weiterhin eine kinemati-
sche Einheit zur Vertikalbewegung von Magnetstif-
ten. Darüber hinaus enthält der Extraktionsautomat 
eine Schnittstelle für die Kommunikation mit einem 
Rechner, welcher alle Programmabläufe steuert.

[0031] Ein erfindungsgemäßer Prozess der Isolie-
rung von Nukleinsäuren, z.B. genomischer DNA aus 
einer biologischen Probe, wird mittels des erfin-
dungsgemäßen Verfahrens wie folgt realisiert. Allge-
mein erfolgt die Bearbeitung einer Probe für die Iso-
lierung und Aufreinigung von Nukleinsäuren nach 
dem allgemeinen Ablaufschema Lysieren- Binden- 
Waschen-Eluieren. Der Prozess kann dabei vollstän-
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dig automatisiert erfolgen. Alle für die Extraktion be-
nötigten Pufferkomponenten befinden sich auf dem 
Automaten in den Vorratsgefäßen bzw. in den Reak-
tionsgefäßen. Zu Beginn der Extraktion wird auch die 
zu bearbeitende Probe in Reaktionsgefäße überführt 
und auf dem Automaten platziert. Das Verfahren zur 
Isolierung der Nukleinsäure gliedert sich in die Pro-
zesse Befüllung der Reaktionsgefäße, Lyse der Aus-
gangsprobe und Extraktion der Nukleinsäuren (via 
Binden der Nukleinsäuren an magnetische Partikel, 
Waschen der gebundenen Nukleinsäuren, Trock-
nung der magnetischen Partikel und Elution der Nuk-
leinsäuren). Der gesamte erfindungsgemäße Vor-
gang wird dabei immer nur mit einer Reaktionseinheit 
pro zu bearbeitender Probe durchgeführt. Diese dient 
in der erfindungsgemäßen Multiplexfunktion dem 
Dispensieren/Pipettieren, ggf. Filtrieren und der Ex-
traktion der Nukleinsäure.

[0032] Die Erfindung soll nachfolgend anhand von 
Beispielen erläutert werden, ohne auf diese Beispiele 
beschränkt zu sein.

Ausführungsbeispiel

Beispiel 1:

[0033] Der Extraktionsprozess zur Isolierung z.B. 
genomischer DNA läuft wie folgt ab: 

A. Prozess Befüllung der Reaktionsgefäße

1. Aufnahme der Reaktionseinheiten durch den 
Dispensierkopf.
2. Befüllung der Reaktionsgefäße mit den Puffern 
aus den Vorratsgefäßen.

[0034] Dabei fungiert die Reaktionseinheit als klas-
sische Pipettiervorrichtung (Puffer aufsaugen und 
Puffer abgeben). Die Befüllung erfolgt nach einem 
vorgegebenen Schema in der Art, dass immer von 
der Lösung mit der geringsten Salzkonzentration 
ausgegangen wird, so dass für die Befüllung der Re-
aktionsgefäße auch nur mit einer Reaktionseinheit 
gearbeitet wird. Befüllt wird nach folgender Reihen-
folge: Elutionsmittel-Waschpuffer-Lysepuffer.

[0035] Diese Pufferkomponenten befinden sich alle 
in den Vorratsgefäßen auf der Automatenplattform. 

3. Überführen der Probe in das Reaktionsgefäß
mit vorgelegtem Lysepuffer.

B. Prozess Lyse des Ausgangsmaterials

1. Die Lyse der Probe erfolgt (ggf. durch zuge-
schaltete Temperierung) durch mehrmaliges kon-
tinuierliches Auf- und Abpipettieren des Lysean-
satzes mittels der Reaktionseinheit.
2. Nach Lyse erfolgt das Aufnehmen des Bin-
dungspuffers und magnetischer Partikel mittels 

der Reaktionseinheit und Überführen des Bin-
dungspuffers und der magnetischen Partikel in 
den Lyseansatz. Der Bindungspuffer mit den ma-
gnetischen Partikeln befindet sich im Gegensatz 
zu den anderen Pufferkomponenten nicht in Vor-
ratsgefäßen, sondern in separaten Reaktionsge-
fäßen (dies ist dadurch bedingt, dass eventuell 
noch Probenreste mit der Reaktionseinheit in den 
Bindungspuffer verschleppt werden können und 
dient damit der Verhinderung einer Kreuzkontami-
nation).

C. Nukleinsäure-Extraktion/ggf. Filtration von unge-
lösten Komponenten

1. Mischen des Lyse-/Bindungspufferansatzes 
und der magnetischen Partikel mit der Reaktions-
einheit (durch Auf- und Abpipettieren).
2. Bindung der Nukleinsäure an die magnetischen 
Partikel und nachfolgende Filtration ungelöster 
Stoffe sowie magnetische Separation. Dies erfolgt 
durch das Ansaugen der Probe vom unteren Teil 
der Reaktionseinheit über das Filtergitter in den 
oberen Teil der Reaktionseinheit. Durch diesen 
Vorgang wird die lysierte Probe (einschließlich der 
magnetischen Partikel) über das Filtergitter trans-
portiert. Die lysierte Probe mit den enthaltenen 
magnetischen Partikeln befindet sich jetzt im obe-
ren Teil der Reaktionseinheit. Die Magnetsepara-
tion erfolgt nachfolgend über das Einfahren eines 
Magnetstiftes aus dem Dispensierkopf in die Plas-
tikhülse des oberen Teils der Reaktionseinheit. 
Bei diesem Vorgang werden die magnetischen 
Partikel durch den Magnetstift an die Plastikhülse 
gezogen und verbleiben an dieser Position. Die in 
der Probe eventuell vorhandenen ungelösten 
Komponenten befinden sich im unteren Teil der 
Reaktionseinheit. Nach der Anbindung der mag-
netischen Partikel an die Plastikhülse wird die 
Probe nachfolgend vom oberen Teil der Reakti-
onseinheit wieder in das Ausgangsreaktionsgefäß
zurückgegeben. Die magnetischen Partikel mit 
der gebundenen Nukleinsäure verbleiben an der 
Plastikhülse.
3. Waschen der an den magnetischen Partikeln 
gebundenen Nukleinsäure. Dabei Transfer der 
Dispensiereinheit mit Reaktionseinheit zur nächs-
ten Reihe Reaktionsgefäße (mit enthaltenen 
Waschpuffern). Dieser Transfer kann sowohl 
durch eine schrittweise Bewegung des Dispen-
sierkopfes erfolgen oder durch die schrittweise 
Bewegung der Reaktionsgefäße. In diesem Falle 
ist der Dispensierkopf unbeweglich. Nach erfolg-
tem kinematischen Schritt befindet sich die Reak-
tionseinheit über dem Reaktionsgefäß mit enthal-
tenem Waschpuffer. Nachfolgend taucht die Re-
aktionseinheit in das Reaktionsgefäß mit Wasch-
puffer ein und der Waschpuffer wird bis in den 
oberen Teil der Reaktionseinheit eingesaugt. Das 
Waschen der magnetischen Partikel erfolgt durch 
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das Ausfahren des Magnetstiftes. Damit werden 
die magnetischen Partikel von der Plastikhülse 
freigegeben und durch wechselseitiges (ggf. 
mehrmaliges) Ansaugen und Ausstoßen des 
Waschpuffers vom unteren Teil der Reaktionsein-
heit über den Filter in den oberen Teil der Reakti-
onseinheit effizient im Waschpuffer gemischt (ge-
waschen). Der Waschschritt wird dadurch been-
det, dass nach finalem Ansaugen des Waschpuf-
fers in den oberen Teil der Reaktionseinheit nach-
folgend der Magnetstift aus dem Dispensierkopf in 
die Plastikhülse des oberen Teils der Reaktions-
einheit einfährt, die magnetischen Partikel durch 
den Magnetstift an die Plastikhülse gezogen wer-
den und dort an dieser Position verbleiben. Final 
wird der Waschpuffer in das Reaktionsgefäß zu-
rückgegeben. Die Waschschritte können durch 
die beschriebene Relativbewegung von Reakti-
onsgefäßen mit den enthaltenen Puffern oder 
durch Bewegung des Dispensierkopfes mehrmals 
wiederholt werden.
4. Trocknung des Filters. Dazu befindet sich die 
Reaktionseinheit über einem leeren Reaktionsge-
fäß. Die Trocknung erfolgt durch Anlegen von 
Druckluft (ggf. erwärmt) und das Durchströmen 
der Luft über die an der Plastikhülse magnetisch 
fixierten magnetischen Partikel.
5. Elution der gebundenen Nukleinsäure. Dazu 
Transfer der Dispensiereinheit mit Reaktionsein-
heit zur nächsten Reihe Reaktionsgefäße (mit 
enthaltenem Elutionspuffer) bzw. Transfer der 
nächsten Reihe Reaktionsgefäße zum festste-
henden Dispensierkopf. Wiederum Reaktionsein-
heit in Reaktionsgefäß mit Elutionspuffer eintau-
chen und Elutionspuffer in den oberen Teil der Re-
aktionseinheit aufsaugen.

[0036] Die Elution der Nukleinsäuren von den mag-
netischen Partikeln erfolgt durch das Ausfahren des 
Magnetstiftes. Damit werden die magnetischen Parti-
kel von der Plastikhülse freigegeben und durch wech-
selseitiges (ggf. mehrmaliges) Ansaugen und Aus-
stoßen des Elutionspuffers vom unteren Teil der Re-
aktionseinheit über den Filter in den oberen Teil der 
Reaktionseinheit effizient im Elutionspuffer gemischt. 
Der Elutionsschritt wird dadurch beendet, dass nach 
finalem Ansaugen des Waschpuffers in den oberen 
Teil der Reaktionseinheit nachfolgend der Magnetstift 
aus dem Dispensierkopf in die Plastikhülse des obe-
ren Teils der Reaktionseinheit einfährt, die magneti-
schen Partikel durch den Magnetstift an die Plastik-
hülse gezogen werden und dort an dieser Position 
verbleiben. Final wird der Elutionspuffer (die isolierte 
Nukleinsäure) in das Reaktionsgefäß zurückgege-
ben.

[0037] Die isolierte Nukleinsäure liegt nun im letzten 
Reaktionsgefäß aufgereinigt vor und kann für die ge-
planten „downstream"- Anwendungen eingesetzt 
werden.

[0038] Wie dargestellt, ermöglicht das erfindungs-
gemäße Mittel und Verfahren auf ganz einfachem 
Wege mittels der Vorgänge des Ansaugens und Ab-
gebens von Flüssigkeiten in Kombination mit der Nut-
zung magnetischer Partikel die Isolierung von Nukle-
insäuren. Das „Walk-Away-Konzept" macht den Pro-
zess der Extraktion extrem schnell, da bisher notwen-
dige aufwendige Pipettierschritte komplett entfallen. 
Die multiplen Funktionen der erfindungsgemäßen 
Reaktionseinheit erlauben die komplette Befüllung 
aller notwendigen Reaktionsgefäße, ggf. das Abfilt-
rieren von ungelösten Bestandteilen nach Probenly-
se sowie die Isolierung der Nukleinsäuren über die 
Anbindung an magnetische Partikel. Der bisher übli-
che goße Verbrauch an Plastikmaterialien reduziert 
sich auf nur eine Reaktionseinheit/Probe. Die Inte-
gration des Lyseprozesses einschließlich ggf. der 
Entfernung von unlysierten Probenkomponenten in 
den automatisierten Extraktionsablauf stellt einen 
entscheidenden Vorteil gegenüber den beschriebe-
nen alternativen und kommerziell verfügbaren Ex-
traktionsgeräten dar. Darüber hinaus kann der erfin-
dungsgemäße Automat durch die Auswahl des Dis-
pensierkopfes für unterschiedliche Probendurchsät-
ze eingesetzt werden. Damit ist das erfindungsgemä-
ße Mittel nicht auf bestimmte Formate festgelegt und 
kann flexibel an die Anforderungen der Nutzer ange-
passt werden. Dieses Maß an Flexibilität in Bezug auf 
die zu bearbeitenden Probenanzahlen erlaubt es, 
den Automaten auch bei geringen Präparationszah-
len effizient zu nutzen und dabei den Vorteil der Au-
tomatisierung des Prozesses vollauszuschöpfen.

[0039] Der Prozess der Isolierung der Nukleinsäu-
ren wird in extrem kurzer Zeit realisiert. Nach erfolg-
ter Lyse der Ausgangsprobe ist der Prozess der Nu-
kleinsäureextraktion in wenigen Minuten komplett ab-
geschlossen, da über das „Walk-Away-Konzept" alle 
notwendigen Prozessabläufe extrem schnell ablau-
fen (z.B. keine Liquid-Handling Schritte mehr not-
wendig sind). Der extrem schnelle Prozessablauf in 
Kombination mit der Möglichkeit einer unterschiedli-
chen Bestückung des Automaten mit verschieden 
Dispensierköpfen zur Aufnahme einer unterschied-
lich großen Anzahl an Reaktionseinheiten ermöglicht 
es, in einem vollautomatisierten Extraktionsprozess 
selbst goße Probenumfänge extrem schnell und effi-
zient zu bearbeiten. Darüber hinaus werden nur sehr 
wenige sog. „Consumables" benötigt.

[0040] Ein weiterer Vorteil der erfindungsgemäßen 
Mittel betrifft den Prozess der Nukleinsäureextrakti-
on. Die Isolierung der Nukleinsäuren erfolgt wie 
schon beschrieben über die Anbindung der zu isolie-
renden Nukleinsäuren an magnetische Partikel. Da-
bei ist das erfindungsgemäße Mittel kompatibel zu al-
len dem Fachmann bekannten Verfahrenslösungen 
zur Isolierung von Nukleinsäuren. Dies betrifft sowohl 
die potenzielle Nutzung bisher bekannter unter-
schiedlicher magnetischer Partikel (Kombination von 
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Chemie und Oberflächenfunktionalisierung der mag-
netischen Partikel) als auch die potenzielle Nutzung 
unterschiedlichster Pufferformulierungen, die eine 
Isolierung von Nukleinsäuren ermöglichen. Diese 
Möglichkeiten unterstreichen das enorm breite po-
tenzielle Anwendungsspektrum des erfindungsge-
mäßen Mittels.

[0041] Die hohe integrative Komplexität des erfin-
dungsgemäßen Mittels gestattet es letztlich, auf ein-
fachem und schnellem Wege Nukleinsäuren aus un-
terschiedlichsten Ausgangsmaterialien hocheffizient 
zu isolieren, ohne Limitationen in Hinblick auf die Ex-
traktionschemie.

[0042] Die beschriebenen Verfahrensabläufe bezo-
gen sich bisher immer nur auf die Isolierung von Nu-
kleinsäuren aus einer Probe. Darunter wird verstan-
den, dass sowohl DNA als auch RNA isoliert werden 
kann, bzw. durch die Wahl geeigneter Pufferkombi-
nationen zum Anbinden der Nukleinsäuren an die 
magnetischen Partikel auch die Isolierung von DNA 
und RNA gleichzeitig erfolgt.

[0043] Sehr anspruchsvoll ist aber auch die separa-
te Isolierung von DNA und RNA aus einer biologi-
schen Probe. Dies ist für eine Reihe von Applikatio-
nen von großer Bedeutung.

[0044] Ziel der vorliegenden Erfindung bestand 
auch darin, automatisiert DNA und RNA aus einer 
Probe zu isolieren. Dies wird unter Verwendung der 
erfindungsgemäßen Reaktionseinheiten wie folgt 
realisiert. Wie schon dargestellt, kann die Reaktions-
einheit auch für die chromatographische Isolierung 
von Nukleinsäure eingesetzt werden. Dazu wird auf 
dem Filtereinsatz der Reaktionseinheit ein dem 
Fachmann bekanntes chromatographisches Filter-
material verbracht (z.B. Glasfaservlies) und mittels 
des oberen Teils der Reaktionseinheit fixiert. Das 
Verfahren der simultanen und separaten Isolierung 
von DNA und RNA aus einer Probe basiert auf fol-
gendem Mechanismus. Das in der Reaktionseinheit 
fixierte chromatographische Material (Glasfaservlies) 
dient der selektiven Anbindung genomischer DNA, 
die zum Einsatz kommenden magnetischen Partikel 
dagegen der Anbindung der zu isolierenden RNA. 
Die Kombination eines Filtermaterials mit magneti-
schen Partikeln zur selektiven und separaten Isolie-
rung von DNA und RNA sind bisher nicht beschrie-
ben worden.

[0045] Die allgemeine vorbereitenden Schritte der 
Beladung der Reaktionsgefäße auf der Automaten-
plattform erfolgen, wie schon beschrieben, mittels 
der erfindungsgemäßen Reaktionseinheit und deren 
Pipettierfunktion. Wenn alle benötigten Pufferlösun-
gen vorgelegt sind, schließt sich der Prozess der se-
paraten und parallelen Isolierung von DNA und RNA 
wie folgt an:

Beispiel 2:

A. Selektive Isolierung der genomischen DNA aus ei-
ner Probe über die Anbindung an das eingesetzte Fil-

termaterial.

1. Lyse des Ausgangsmaterials

[0046] Die Lyse der Probe erfolgt mittels dem Fach-
mann bekannten Lysepuffern auf der Basis stark de-
naturierender chaotroper Salze sowie weiteren Zu-
sätzen wie DTT und Detergenzien (ggf. durch zuge-
schaltete Temperierung) durch mehrmaliges kontinu-
ierliches Auf- und Abpipettieren des Lyseansatzes 
mittels der Reaktionseinheit. Verwendet wird eine er-
findungsgemäße Reaktionseinheit, welche auf dem 
Filtereinsatz ein Glasfaservlies enthält.

2. Isolierung der genomischen DNA

[0047] Bindung der genomischen DNA an das Fil-
termaterial der Reaktionseinheit. Dies erfolgt durch 
wechselseitiges Ansaugen und Ausstoßen der Probe 
vom unteren Teil der Reaktionseinheit über den Filter 
in den oberen Teil der Reaktionseinheit. Durch diesen 
Vorgang wird die lysierte Probe über den Filter trans-
portiert. Bei diesem Vorgang bindet die in der Probe 
enthaltene DNA selektiv an das Filtermaterial, nicht 
aber die RNA. Der Vorgang der Probenpassage über 
den Filter kann mehrmals erfolgen. Dies kann da-
durch erreicht werden, dass die Bindungskonditionen 
des Lysepuffers nicht für das Anbinden von RNA ge-
eignet, aber für das Anbinden von genomischer DNA 
hocheffizient sind. Final wird das Lysat mit der (nun 
nur noch enthaltenen RNA) in das Reaktionsgefäß
zurückgegeben. 

3. Waschen der am Filter gebundenen DNA. Da-
bei Transfer der Dispensiereinheit mit Reaktions-
einheit zur nächsten Reihe Reaktionsgefäße (mit 
enthaltenen Waschpuffern). Wiederum Reakti-
onseinheit in Reaktionsgefäß mit Waschpuffer 
eintauchen und Waschpuffer durch wechselseiti-
ges (ggf. mehrmaliges) Ansaugen und Ausstoßen 
des Waschpuffers vom unteren Teil der Reakti-
onseinheit über den Filter in den oberen Teil der 
Reaktionseinheit passieren. Schritt in einem wei-
teren Reaktionsgefäß mit Waschpuffer wiederho-
len. Final wird der Waschpuffer in das Reaktions-
gefäß zurückgegeben.
4. Trocknung des Filters. Dazu befindet sich die 
Reaktionseinheit über einem leeren Reaktionsge-
fäß. Die Trocknung erfolgt durch Anlegen von 
Druckluft (ggf. erwärmt) und das Durchströmen 
der Luft über den Filter.
5. Elution der gebundenen DNA. Dazu Transfer 
der Dispensiereinheit mit Reaktionseinheit zur 
nächsten Reihe Reaktionsgefäße (mit enthalte-
nem Elutionspuffer). Wiederum Reaktionseinheit 
in Reaktionsgefäß mit Elutionspuffer eintauchen 
und Elutionspuffer durch wechselseitiges (ggf. 
7/12



DE 10 2005 053 463 A1    2007.05.10
mehrmaliges Ansaugen und Ausstoßen vom un-
teren Teil  Reaktionseinheit über den Filter in den 
oberen Teil der Reaktionseinheit passieren.

[0048] Die isolierte DNA liegt nun aufgereinigt vor 
und kann für die geplanten „downstream"- Anwen-
dungen eingesetzt werden.

3. Nachfolgende Isolierung der Total RNA über die 
Anbindung an magnetische Partikel.

[0049] Wie schon dargestellt, befindet sich die zu 
isolierende RNA der Ausgangsprobe im Lyseansatz 
(nach Entfernung der DNA). Vorbereitend wird die 
Reaktionseinheit mit enthaltenem Glasfaservlies ver-
worfen. Der Automat übernimmt eine zweite Reakti-
onseinheit. Diese enthält aber kein Glasfaservlies. 
Der Prozess der Isolierung der RNA realisiert sich 
über die Anbindung an magnetische Partikel wie 
folgt. 

1. Einstellung optimaler Bindungsbedingungen für 
RNA. Zugabe eines alkoholischen Bindungspuf-
fers und der magnetischen Partikel in den verblie-
benen Lyseansatz. Die Pipettierung erfolgt, wie 
schon beschrieben, mit der erfindungsgemäßen 
Reaktionseinheit. Mischen des Lyse-/Bindungs-
pufferansatzes und der magnetischen Partikel mit 
der Reaktionseinheit (durch Auf- und Abpipettie-
ren).
2. Bindung der RNA an die magnetischen Partikel. 
Dies erfolgt durch das Ansaugen der Probe vom 
unteren Teil der Reaktionseinheit in den oberen 
Teil der Reaktionseinheit. Die lysierte Probe mit 
den enthaltenen magnetischen Partikeln befindet 
sich jetzt im oberen Teil der Reaktionseinheit. Die 
Magnetseparation erfolgt nachfolgend über das 
Einfahren eines Magnetstiftes aus dem Dispen-
sierkopf in die Plastikhülse des oberen Teils der 
Reaktionseinheit. Bei diesem Vorgang werden die 
magnetischen Partikel durch den Magnetstift an 
die Plastikhülse gezogen und verbleiben an die-
ser Position. Nach der Anbindung der magneti-
schen Partikel an die Plastikhülse wird die Probe 
nachfolgend vom oberen Teil der Reaktionseinheit 
wieder in das Ausgangsreaktionsgefäß zurückge-
geben. Die magnetischen Partikel mit der gebun-
denen Nukleinsäure verbleiben an der Plastikhül-
se.
3. Waschen der an den magnetischen Partikeln 
gebundenen RNA. Dabei Transfer der Dispensier-
einheit mit Reaktionseinheit zur nächsten Reihe 
Reaktionsgefäße (mit enthaltenen Waschpuffern). 
Dieser Transfer kann sowohl durch eine schritt-
weise Bewegung des Dispensierkopfes erfolgen 
oder durch die schrittweise Bewegung der Reakti-
onsgefäße. In diesem Falle ist der Dispensierkopf 
unbeweglich. Nach erfolgtem kinematischen 
Schritt befindet sich die Reaktionseinheit über 
dem Reaktionsgefäß mit enthaltenem Waschpuf-
fer. Nachfolgend taucht die Reaktionseinheit in 

das Reaktionsgefäß mit Waschpuffer ein und der 
Waschpuffer wird bis in den oberen Teil der Reak-
tionseinheit eingesaugt. Das Waschen der mag-
netischen Partikel erfolgt durch das Ausfahren 
des Magnetstiftes. Damit werden die magneti-
schen Partikel von der Plastikhülse freigegeben 
und durch wechselseitiges (ggf. mehrmaliges) An-
saugen und Ausstoßen des Waschpuffers vom 
unteren Teil der Reaktionseinheit in den oberen 
Teil der Reaktionseinheit effizient im Waschpuffer 
gemischt (gewaschen). Der Waschschritt wird da-
durch beendet, dass nach finalem Ansaugen des 
Waschpuffers in den oberen Teil der Reaktions-
einheit nachfolgend der Magnetstift aus dem Dis-
pensierkopf in die Plastikhülse des oberen Teils 
der Reaktionseinheit einfährt, die magnetischen 
Partikel durch den Magnetstift an die Plastikhülse 
gezogen werden und dort an dieser Position ver-
bleiben. Final wird der Waschpuffer in das Reakti-
onsgefäß zurückgegeben. Die Waschschritte kön-
nen durch die beschriebene Relativbewegung von 
Reaktionsgefäßen mit den enthaltenen Puffern 
oder durch Bewegung des Dispensierkopfes 
mehrmals wiederholt werden.
4. Trocknung des Filters. Dazu befindet sich die 
Reaktionseinheit über einem leeren Reaktionsge-
fäß. Die Trocknung erfolgt durch Anlegen von 
Druckluft (ggf. erwärmt) und das Durchströmen 
der Luft über die an der Plastikhülse fixierten ma-
gnetischen Partikel.
5. Elution der gebundenen RNA. Dazu Transfer 
der Dispensiereinheit mit Reaktionseinheit zur 
nächsten Reihe Reaktionsgefäße (mit enthalte-
nem Elutionspuffer) bzw. Transfer der nächsten 
Reihe Reaktionsgefäße zum feststehenden Dis-
pensierkopf. Wiederum Reaktionseinheit in Reak-
tionsgefäß mit Elutionspuffer eintauchen und Elu-
tionspuffer in den oberen Teil der Reaktionseinheit 
aufsaugen.

[0050] Die Elution der RNA von den magnetischen 
Partikeln erfolgt durch das Ausfahren des Magnetstif-
tes. Damit werden die magnetischen Partikel von der 
Plastikhülse freigegeben und durch wechselseitiges 
(ggf. mehrmaliges) Ansaugen und Ausstoßen des 
Elutionspuffers vom unteren Teil der Reaktionseinheit 
über den Filter in den oberen Teil der Reaktionsein-
heit effizient im Elutionspuffer gemischt. Der Elutions-
schritt wird dadurch beendet, dass nach finalem An-
saugen des Waschpuffers in den oberen Teil der Re-
aktionseinheit nachfolgend der Magnetstift aus dem 
Dispensierkopf in die Plastikhülse des oberen Teils 
der Reaktionseinheit einfährt, die magnetischen Par-
tikel durch den Magnetstift an die Plastikhülse gezo-
gen werden und dort an dieser Position verbleiben. 
Final wird der Elutionspuffer (die isolierte RNA) in das 
Reaktionsgefäß zurückgegeben.

[0051] Die isolierte RNA liegt nun im letzten Reakti-
onsgefäß aufgereinigt vor und kann für die geplanten 
8/12



DE 10 2005 053 463 A1    2007.05.10
„downstream"- Anwendungen eingesetzt werden.

[0052] Wie dargestellt, ermöglicht das erfindungs-
gemäße Mittel und Verfahren auf ganz einfachem 
Wege mittels der Vorgänge des Ansaugens und Ab-
gebens von Flüssigkeiten in Kombination mit der Nut-
zung magnetischer Partikel und an sich bekannter 
chromatographischer Membranen die simultane und 
parallele Isolierung von genomischer DNA und RNA 
aus einer Ausgangsprobe. Ein weiterer Vorteil liegt 
auch darin begründet, dass durch die selektive Isolie-
rung der DNA die isolierte RNA frei von genomischer 
DNA ist. Dies ist bisher immer ein Problem bei an sich 
bekannten Extraktionsverfahren zur Isolierung von 
zellulärer Total RNA.

[0053] Das „Walk-Away-Konzept" macht den Pro-
zess der simultanen und parallelen Extraktion von 
DNA und RNA extrem schnell, da bisher notwendige 
aufwendige Pipettierschritte komplett entfallen. Die 
multiplen Funktionen der erfindungsgemäßen Reak-
tionseinheit erlauben die komplette Befüllung aller 
notwendigen Reaktionsgefäße sowie die Isolierung 
der DNA und RNA aus einer Ausgangsprobe. Der 
bisher übliche große Verbrauch an Plastikmaterialien 
reduziert sich auf nur zwei erfindungsgemäße Reak-
tionseinheiten/Probe. Die Integration des Lysepro-
zesses in den automatisierten Extraktionsablauf stellt 
einen entscheidenden Vorteil gegenüber den be-
schriebenen alternativen und kommerziell verfügba-
ren Extraktionsgeräten dar. Letztlich kann über die 
erfindungsgemäße Kombination von zwei völlig un-
terschiedlichen festen Phasen, der Kombination von 
Filtermembran und magnetische Partikel in einem 
Extraktionsvorgang eine hocheffiziente und über die 
dargestellt Automation eine extrem schnelle simulta-
ne und parallele Isolierung von DNA und RNA aus ei-
ner Ausgangsprobe realisiert werden. Ein solches 
Verfahren ist bisher nicht verfügbar.

[0054] Das erfindungsgemäße Mittel ist nachfol-
gend unter der Fig. 1 schematisch dargestellt. Die 
abgebildete Variante sollen dabei keine Einschrän-
kung des erfindungsgemäßen Mittels darstellen.

Patentansprüche

1.  Reaktionseinheit, umfassend ein Unter- und 
ein Oberteil zum Pipettieren von Flüssigkeiten, da-
durch gekennzeichnet, dass das Unterteil aus einer 
Reaktionskavität mit einem durchlässigen Filtergitte-
reinsatz besteht und das Oberteil eine Reaktionska-
vität darstellt, die mit dem Unterteil fixiert werden 
kann und eine Aussparung oder eine Hülse zur Auf-
nahme eines Magneten enthält.

2.  Reaktionseinheit nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Oberteil einen Filter zum 
Schutz vor Aerosolen enthält.

3.  Reaktionseinheit nach Anspruch 1 oder 2, da-
durch gekennzeichnet, dass sich auf dem Filtergitter 
ein Trägermaterial zur Anbindung von Biomolekülen 
befindet.

4.  Reaktionseinheit nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass als Trägermaterial ein Glasfa-
servlies, eine Membran oder ein chromatographi-
sches Filtermaterial verwendet wird.

5.  Reaktionseinheit nach Anspruch 3 oder 4, da-
durch gekennzeichnet, dass das Trägermaterial 
durch das Aufsetzen des Oberteils auf das Unterteil 
an den Filtergittereinsatz fixiert wird.

6.  Automat, der mindestens eine Reaktionsein-
heit gemäß einem der Ansprüche 1 bis 5 enthält.

7.  Automat nach Anspruch 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass es sich um einen Extraktionsautoma-
ten handelt.

8.  Extraktionsautomat nach Anspruch 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass er zusätzlich eine Saug- bzw. 
Druckluftvorrichtung enthält.

9.  Extraktionsautomat nach Anspruch 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Saug- bzw. Druckluftvor-
richtung mit einem Dispensierkopf gekoppelt ist, der 
exakt auf die Reaktionseinheit gemäß einem der An-
sprüche 1 bis 5 angepasst ist.

10.  Extraktionsautomat nach Anspruch 8 oder 9, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Drucklufteinheit 
eine Wärmequelle enthält.

11.  Extraktionsautomat nach Anspruch 8, da-
durch gekennzeichnet, dass sich im Dispensierkopf 
eine kinematische Einheit zur Vertikalbewegung von 
Magneten befindet.

12.  Extraktionsautomat nach einem der Ansprü-
che 7 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass er eine 
Schnittstelle für die Kommunikation mit einem Rech-
ner, welcher die Prozesse steuert, enthält.

13.  Verfahren zur Isolierung und Aufreinigung 
von Nukleinsäuren aus beliebigen komplexen Aus-
gangsmaterialien unter Verwendung der Reaktions-
einheit gemäß einem der Ansprüche 1 bis 5 und/oder 
des Extraktionsautomaten gemäß einem der Ansprü-
che 7 bis 12, gekennzeichnet durch folgende Schrit-
te:  
– Lyse des Ausgangsmaterials  
– Binden der Nukleinsäuren an magnetische Partikel 
und ggf. Filtration von ungelösten Komponenten  
– Waschen der gebundenen Nukleinsäuren/Trock-
nen  
– Eluieren der gebundenen Nukleinsäuren.
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14.  Verfahren nach Anspruch 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass vor der Lyse des Ausgangsmate-
rials Reaktionsgefäße mit Puffern aus Vorratsgefä-
ßen unter Verwendung der Reaktionseinheit gemäß
einem der Ansprüche 1 bis 5 befüllt werden.

15.  Verfahren nach Anspruch 14, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Befüllung in der Art erfolgt, 
dass immer von einer Lösung mit der geringsten 
Salzkonzentration ausgegangen wird.

16.  Verfahren nach Anspruch 15, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Befüllung in der Reihenfolge 
Elutionsmittel-Waschpuffer-Lysepuffer erfolgt.

17.  Verfahren nach Anspruch 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Lyse der Probe durch mehr-
maliges kontinuierliches Auf- und Abpipettieren des 
Lyseansatzes mittels der Reaktionseinheit erfolgt.

18.  Verfahren nach Anspruch 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass nach der Lyse das Aufnehmen 
des Bindungspuffers und magnetischer Partikel mit-
tels der Reaktionseinheit und Überführen des Bin-
dungspuffers und der magnetischen Partikel in den 
Lyseansatz erfolgt.

19.  Verfahren nach Anspruch 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Lyse-/Bindungspufferansatz 
und die magnetischen Partikel mittels der Reaktions-
einheit durch Auf- und Abpipettieren gemischt wer-
den.

20.  Verfahren nach Anspruch 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Bindung der Nukleinsäure an 
die magnetischen Partikel und nachfolgende Filtrati-
on ungelöster Stoffe sowie magnetische Separation 
durch folgende Schritte erfolgt:  
– Ansaugen der Probe vom unteren Teil der Reakti-
onseinheit über das Filtergitter in den oberen Teil der 
Reaktionseinheit  
– Einfahren eines Magneten aus dem Dispensierkopf 
in die Hülse bzw. Aussparung des oberen Teils der 
Reaktionseinheit  
– Rückgabe der Probenflüssigkeit (ohne die an die 
magnetischen Partikel gebundenen Nukleinsäuren) 
in ein Ausgangsgefäß.

21.  Verfahren nach Anspruch 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Waschen der an die magne-
tischen Partikeln gebundenen Nukleinsäure durch 
folgende Schritte erfolgt:  
– Transfer der Reaktionseinheit zur nächsten Reihe 
Reaktionsgefäße (mit enthaltenen Waschpuffern)  
– Eintauchen der Reaktionseinheit in das Reaktions-
gefäß mit Waschpuffer und Einsaugen der Wasch-
puffer wird bis in den oberen Teil der Reaktionseinheit  
– Entfernen des Magneten  
– mehrfaches Wiederholen der letzten beiden Schrit-
te.

22.  Verfahren nach Anspruch 21, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Transfer sowohl durch eine 
schrittweise Bewegung des Dispensierkopfes erfol-
gen oder durch die schrittweise Bewegung der Reak-
tionsgefäße kann.

23.  Verfahren nach Anspruch 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Trocknen der an die magne-
tischen Partikeln gebundenen Nukleinsäure durch 
folgende Schritte erfolgt:  
– Transfer der Reaktionseinheit zu einem leeren Re-
aktionsgefäß  
– Anlegen von Druckluft/ggf. Erwärmen  
– Durchströmen der Luft über die an der Hülse bzw. 
Aussparung magnetisch fixierten Partikel.

24.  Verfahren nach Anspruch 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Elution der gebundenen Nuk-
leinsäure durch folgende Schritte erfolgt:  
– Transfer der Dispensiereinheit mit Reaktionseinheit 
zur nächsten Reihe Reaktionsgefäße (mit enthalte-
nem Elutionspuffer) bzw. Transfer der nächsten Rei-
he Reaktionsgefäße zum feststehenden Dispensier-
kopf  
– wiederum Reaktionseinheit in Reaktionsgefäß mit 
Elutionspuffer eintauchen und Elutionspuffer in den 
oberen Teil der Reaktionseinheit aufsaugen  
– Ausfahren des Magneten  
– wechselseitiges (ggf. mehrmaliges) Ansaugen und 
Ausstoßen des Elutionspuffers  
– Wiederholen der letzten beiden Schritte.

25.  Verfahren zur selektiven simultanen Isolie-
rung von genomischer DNA von zellulärer RNA aus 
beliebigen komplexen Ausgangsmaterialien unter 
Verwendung der Reaktionseinheit gemäß einem der 
Ansprüche 1 bis 5 und/oder Extraktionsautomaten 
gemäß einem der Ansprüche 7 bis 12 gekennzeich-
net durch folgende Schritte:  
– Lyse des Ausgangsmaterials  
– Isolierung der genomischen DNA  
– Isolierung der RNA.

26.  Verfahren nach Anspruch 25, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Lyse des Ausgangsmaterials 
durch mehrmaliges kontinuierliches Auf- und Abpi-
pettieren des Lyseansatzes mittels der Reaktionsein-
heit erfolgt und sich auf dem Filtereinsatz ein Glasfa-
servlies oder eine Membran oder ein chromatogra-
phisches Filtermaterial befindet.

27.  Verfahren nach Anspruch 25, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Isolierung der genomischen 
DNA durch folgende Schritte erfolgt:  
– Bindung der genomischen DNA an das Filtermate-
rial der Reaktionseinheit durch mehrmaliges wech-
selseitiges Ansaugen und Ausstoßen der Probe vom 
unteren Teil der Reaktionseinheit über den Filter in 
den oberen Teil der Reaktionseinheit  
– Rückgabe des Lysats mit der nun nur noch enthal-
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tenen RNA in das Reaktionsgefäß  
– Waschen der am Filter gebundenen DNA, wobei 
der Transfer der Reaktionseinheit zur nächsten Rei-
he Reaktionsgefäße (mit enthaltenen Waschpuffern) 
erfolgt  
– Wiederum Reaktionseinheit in Reaktionsgefäß mit 
Waschpuffer eintauchen und Waschpuffer durch 
wechselseitiges (ggf. mehrmaliges) Ansaugen und 
Ausstoßen des Waschpuffers vom unteren Teil der 
Reaktionseinheit über den Filter in den oberen Teil 
der Reaktionseinheit passieren (mehrmals)  
– Waschpuffer in das Reaktionsgefäß zurückgeben  
– Trocknung des Filters durch Anlegen von Druckluft 
(ggf. erwärmt), wobei sich die Reaktionseinheit über 
einem leeren Reaktionsgefäß befindet  
– Elution der gebundenen DNA durch Eintauchen der 
Reaktionseinheit in das Reaktionsgefäß mit Elutions-
puffer und wechselseitiges (ggf. mehrmaliges) An-
saugen und Ausstoßen des Elutionspuffers vom un-
teren Teil der Reaktionseinheit über den Filter in den 
oberen Teil der Reaktionseinheit, wobei Transfer der 
Reaktionseinheit zur nächsten Reihe Reaktionsgefä-
ße (mit enthaltenem Elutionspuffer) erfolgt.

28.  Verfahren nach Anspruch 25, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Isolierung der RNA durch fol-
gende Schritte erfolgt:  
– Einstellung optimaler Bindungsbedingungen für 
RNA  
– Zugabe eines alkoholischen Bindungspuffers und 
der magnetischen Partikel in den verbliebenen Lyse-
ansatz  
– Pipettierung mit der erfindungsgemäßen Reakti-
onseinheit, wobei das Mischen des Lyse-/Bindungs-
pufferansatzes und der magnetischen Partikel mit der 
Reaktionseinheit (durch Auf- und Abpipettieren) er-
folgt  
– Bindung der RNA an die magnetischen Partikel 
durch Ansaugen der Probe vom unteren Teil der Re-
aktionseinheit in den oberen Teil der Reaktionsein-
heit  
– Magnetseparation durch das Einfahren eines Mag-
neten aus dem Dispensierkopf in die Hülse bzw. Aus-
sparung des oberen Teils der Reaktionseinheit  
– Rückgabe der Probe ohne die gebundenen RNA 
ins Ausgangsgefäß  
– Waschen, Trocknen und Eluieren der an den mag-
netischen Partikeln gebundenen RNA analog den 
Ansprüchen 21 bis 24.

29.  Verfahren nach Anspruch 13 oder 25, da-
durch gekennzeichnet, dass alle Verfahrensschritte 
nach dem „Walk-Away"-Prinzip ablaufen.

30.  Verwendung der Reaktionseinheit gemäß ei-
nem der Ansprüche 1 bis 5 und/oder Extraktionsau-
tomaten gemäß einem der Ansprüche 7 bis 12 für  
a) eine exakte Dispensierung und Pipettierung von 
Flüssigkeiten und/oder  
b) eine Abtrennung von festen ungelösten Kompo-

nenten nach Lyse einer zu bearbeitenden Probe 
und/oder  
c) die Isolierung von Nukleinsäuren unter Verwen-
dung magnetischer Partikel und/oder  
d) die Isolierung von Nukleinsäuren über deren chro-
matographische Anbindung an ein festes Trägerma-
terial.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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