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» Das humane Leukozyten-An-
tigen-System (HLLA) besteht aus
einer Gruppe hoch-polymorpher
Glykoproteine, die paarweise
auf der Leukozytenoberfliche
exprimiert werden und eine zen-
trale Rolle in der Physiologie des
Immunsystems, insbesondere
bei der Abwehr von Infektions-
erregern und korperfremden
Stoffen spiclen. Um bei Kno-
chenmarks-Transplantationen
AbstoBungsreaktionen infolge
einer Unvertridglichkeit der
Spender- und Patienten-HLA-
Systeme zu vermeiden, werden
HLA-Typisierungen auf Gewe-
bevertriaglichkeit vorgenommen.
Hierbei werden allelische Poly-
morphismen des HLLA-Systems
untersucht. Neben der serologi-
schen Bestimmung von Anti-
HLA-Antik6rpern, dem soge-
nannten lymphotoxischen Test,
kommen inzwischen hiufig mo-
lekularbiologische Methoden
zum Einsatz. AuBer der direkten
Sequenzierung der HLLA-Gene
(SBT'=sequence based typing)
wird vornehmlich die Polymera-
se-Kettenreaktion (PCR) mit se-
quenzspezifischen Primern ver-
wendet (PCR-SSP) und die
Oligonukleotid-Hybridisierung
PCR-amplifizierter DNA-Ab-
schnitte (PCR-SSO) genutzt,
wobei meist eine Kombination
der Methoden zur sicheren Be-
stimmung des HLA-Haplotyps
notwendig ist. Um die optimale
Ubereinstimmung  zwischen
Spender und Patient zu finden,
ist eine Vielzahl von PCR-Reak-
tionen notwendig. Hierfiir wer-
den bis zu 100 ug genomische
DNA héchster Reinheit beno-
tigt. In der Regel wird diese
DNA aus 100 ul bis 2 ml Vollblut
gewonnen. Eine neue Automa-
tionsplattform fiir den Routine-
einsatz ermdoglicht jetzt konta-
minationsfrei und schnell die
Probenvorbereitung und DNA-
Extraktion in der erforderlichen
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Abb. 1: Tecan Freedom 150/8 Workstation (links) mit angeschlossenem
chemagic Magnetic Separation Module I (rechts). Der Roboterarm kann den
Plattencarrier unter der Arbeitsplattform durch eine Gffnung in der Platt-
form be- und entladen.

Menge und Qualitit, wobei die
sonst bei DNA-Extraktionsme-
thoden iiblichen Prizipitations-
, Zentrifugations- und Vakuum-
schritte entfallen. Die erhalte-
ne gereinigte genomische DNA
liegt sofort gelost in geeigneter
Konzentration vor und ldsst sich
so direkt in die diagnostischen
Downstream-Prozesse iiberfiih-
ren.

Prozess 1: Probenvorbereitung

Die neue Automationsplattform
fiir die High Volume Extraktion
genomischer DNA fiir die HLA-
"Iypisierung ist eine Kombina-
tion der Tecan Freedom 150/8
Workstation (Tecan Deutsch-
land GmbH, Abb. 1 links) an die
das chemagic Magnetic Separa-
tion Module I (chemagen Bio-
polymer-"Technologie AG, Abb. 1
rechts) angeschlossen ist. Die
Freedom 150/8 Workstation ist
mit 4 ‘Teflon-beschichteten
Standard-Stahlnadeln und ei-
nem 4-fach Adapter fiir Wech-
selspitzen ausgestattet. Auf der
Arbeitsplattform befinden sich
Carrier fiir Primirrohrchen,
Wechselspitzen, Reagenzien,

Mikrotiter-Platten und Deep-
Well Platten. Der Barcodeleser
identifiziert sowohl Primérrohr-
chen als auch Mikrotiter-Platten
verwechslungsfrei und unter-
stiitzt das sichere Handling. Die
Deep-Well Platten werden in
zwei Plattenhotels bereitgestellt.
Eine zentrale Funktion in der
Automationslosung hat der Ro-
boter-Manipulatorarm der Anla-
ge. Er transportiert nicht nur die
die Deep-Well Platten von den
Plattenhotels zu den Pipettier-
positionen, sondern diese auch
durch eine Offnung in der Ar-
beitsplatte unter die Platte in
eine Transportschiene, die sie
dann fiir die magnetische Sepa-
ration zum chemagic Magnetic
Separation Module I befordert
und so die beiden Gerite mit-
einander verbindet.

Prozess 2:
Magnetische DNA-Separation

Die Isolierung der DNA wird ef-
fizient mit dem chemagic Mag-
netic Separation Module I (Fig.
2) durchgefiihrt, das mit ver-
schiedenen Separationskopfen
bestiickt werden kann und so

das Arbeiten mit unterschied-
lichsten Probenvolumina er-
moglicht. So kénnen unter Ver-
wendung des Separationskopfes
mit 96 magnetisierbaren und ro-
tierbaren Metallstiben, 96er
Deep-Well- (Arbeitsvolumen bis
zu 2 ml) oder Mikrotiter-Platten
prozessiert werden, wihrend die
Verwendung des Separations-
kopfes mit 12 Metallstiben das
Arbeiten in zwolf 50 ml oder 15
ml Réhrchen erlaubt. In Verbin-
dung mit den von chemagen
entwickelten  Kitreagentien
(chemagic DNA Blood Kits) ist
die DNA-Extraktion sowohl aus
10-300 ul Vollblut (LLow to Me-
dium Volume) in Deep-Well
Platten als auch aus bis zu 10 ml
Vollblut (High Volume DNA-
Extraktion) in 50 ml Falcon-
Roéhrchen durchfiihrbar. Durch
die rotierenden Stiibe wird fiir
beide Formate eine optimale
Aufreinigung der DNA fiir die
Downstream-Prozesse erreicht.
Das chemagic Magnetic Separa-
tion Module I ist auf der rechten
Seite des Tecan Freedom posi-
tioniert, dessen Roboterarm al-
le Positionen des Plattencarriers
unter der Arbeitsplatte be- und
entladen kann. Das Separations-
modul wird iiber ein Interface
von der Tecan Gemini Software
gesteuert, wodurch die koordi-
nierte Zusammenarbeit der bei-
den Gerite gewihrleistet ist.
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Abb. 2: chemagic Magnetic Separa-
tion Module I mit 96 magnetisier-
baren und rotierbaren Metall-
stdben, die in die Lésung mit
magnetischen Beads eintauchen. 1:
Elektromagnet, 2: Separationskopf
mit 96 Metallstdben



Medium Volume DNA-Extraktion:

96 Extraktionen aus 100 pl Vollblut

Separationskopf: 96 Stébe
96er Deep-Well Platten
100 pl Vollblut

+200 pl Lysispuffer

+ 450 pl Bindungspuffer
+ 150 pl Magnetic Beads
3 x 500 pl Waschpuffer
100 pl Elutionspuffer

Separationsergebnis:
3 - 4 g gereinigte genomische DNA
(0D, Gelektrophorese)

Prozessdauer: 50 Minuten

Medium und High Volume DNA-
Extraktion

Die Primirproben, Reagenzien
und Wechselspitzen befinden
sich in Carriern auf der Arbeits-
plattform, die Deep-Well Platten
in den Plattenhotels, das che-
magic Magnetic Separation Mo-
dule I ist mit dem Separations-
kopf bestiickt. Der Barcodeleser
liest zundchst die Daten der Pri-
mirproben ein und der Liquid
Handling Arm bereitet folgende
Deep-Well Platten resp. Falcon-
Rohrchen vor:

Ergebnisse

Die Extraktionsergebnisse aus
mehr als 1.500 Spenderproben
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Abb. 3: PCR-SSP Analyse von HLA-
DRB1 und HLA-DQBI1 Allelen. Geno-
mische DNA wurde amplifiziert mit
45 verschiedenen Allel-spezifischen
Primerpaaren fiir die Gene DRB1 bis
DRB5 und DQBI. Allel-spezifische
PCR-Produkte erscheinen als inten-
sive Banden unterhalb des 439 bp
Kontrollamplikons (HGH Gen) in
den Lanes 9, 13, 21, 22, 39, 40, 41, 43
(Daten: Dr. S. Ferencik, Institut fiir
Immunologie, Universitdtsklinik
Essen).

High Volume DNA-Extraktion:
12 Extraktionen aus 2 ml Vollblut

Separationskopf: 12 Stabe
50 ml Falcon-Réhrchen

2 mi Vollblut

+ 3 ml Lysispuffer

+ 8 ml Bindungspuffer

+ 240 pl Magnetic Beads
4 x 5 ml Waschpuffer

500 pl Elutionspuffer

Separationsergebnis:
60 - 100 pg gereinigte genomische DNA
(OD, Gelektrophorese)

Prozessdauer: 70 Minuten

zeigten eine hohe Vergleichbar-
keit der erhaltenen DNA-Men-
gen (76 ug =9 ug) und der DNA-
Reinheit (OD 1,8 = 0,09). Die
gereinigte DNA wurde in der
Routine zur 'lypisierung von
HLA-A, B, C, DRB1 und DQB1
Allelen mittels PCR-SSP einge-
setzt (s. beispielhafte Ergebnisse
in Abb. 3).

Fazit

Die Automationslésung eignet
sich hervorragend fiir den Rou-
tineeinsatz bei der Probenvor-
bereitung in der HLA-"Typisie-
rung aber auch fiir alle anderen
Prozesse, bei denen Ausbeute
und Reinheit genomischer DNA
essentiell sind. Genomische
DNA wird kontaminationsfrei
und schnell in der erforderlichen
Menge und Qualitiit fiir die Ana-
lyse gewonnen.
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