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(57)  Die vorliegende Erfindung betrifft eine Kontami-
nationsbarriere zur Vermeidung von Verunreinigungen
wassriger LOsungen in offenen und/oder automatisierten
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oder mit einem Kohlenwasserstoffgemisch aufweist.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine Kontaminationsbarriere sowie ein Verfahren zur Vermeidung von Ver-
unreinigungen wassriger Lésungen, welche insbesondere durch Verschleppungen und/oder Aerosolbildung beispiels-
weise beim Pipettieren auf offenen Systemen entstehen.

[0002] Gerade im Bereich der Biotechnologie wurde in den letzten Jahren verstarkt nach Automationslésungen, zum
sicheren und effizienten Abarbeiten, insbesondere bei einer grolen Anzahl von Proben, wie sie beispielsweise beim
HIV-Virus-Monotoring anfallen, gesucht. Vorzugsweise sind hierbei mehr und mehr vollautomatische Hochdurchsatz-
Arbeitsstationen gefragt, die in kiirzester Zeit eine sehr hohe Probenanzahl abarbeiten, wobei zudem immer mehr auf
einen zusatzlichen manuellen Einsatz verzichtet wird, zugleich aber auch geringste Mengen an biologischem Material
nachgewiesen werden sollen.

[0003] Derzeit gadngige Robotersysteme weisen jedoch beim Arbeiten mit biologischem Material speziell im Bereich
der Molekularbiologie und/oder der Diagnostik ein grundlegendes Problem auf. Da die Proben Ublicherweise in einem
plattenférmigen Korper (wie beispielsweise einem Rack) aufgearbeitet werden, wobei die einzelnen Probengefalie offen
nebeneinander stehen, kommt es, vornehmlich durch Aerosolbildung, aber auch immer wieder durch mechanische
Verschleppung von Probenmaterial, bei der Bearbeitung zu Kontaminationen vorwiegend benachbarter Proben.
[0004] Zur Vermeidung derartiger (Kreuz-) Kontaminationen sind im Stand der Technik bereits einige Zusatzmodule
und/oder Verbrauchsmaterialien fiir Robotersysteme bekannt. So werden beispielsweise Hauben oder, wie in der Ge-
brausmusterschrift DE 200 06 546 U1 dargestellt, Abdeckmatten zum Schutz mehrerer in einem plattenférmigen Kérper
ausgebildeter und nach oben offener Reaktionsgefalle offenbart. Diese Art der Abdeckung schiitzt jedoch nur die Proben
eines Racks beispielsweise beim Transport- und/oder im Lagerzustand. Bei der Bearbeitung der einzelnen Proben auf
dem Rack treten jedoch weiterhin Kontaminationen auf.

[0005] Ferner kann auch durch die im Stand der Technik bekannte Verwendung von sterilem Verbrauchsmaterial wie
beispielsweise speziell beschichteten Einmalpipetten und/oder Einmalfiltertips die Kreuzkontaminationsrate nur redu-
ziert, nicht jedoch vollstandig beseitigt werden. So sind Kontaminationen vor allem im ppm-Bereich auch weiterhin (zum
Beispiel im Bereich der PCR-Diagnostik, wo Einzelmolekiile nachgewiesen werden) ein grundlegendes Problem.
[0006] Des weiteren sind Verfahren bekannt, bei denen, wie beispielsweise in der europaischen Patentschrift EP
0011327 B1 dargestellt, der wassrigen Lésung wasserlésliche Verbindungen zur Vermeidung von Aerosolbildung ein-
verleibt werden. Da diese sich jedoch mit der Probenflissigkeit vermischen und diese gegebenenfalls sogar verandern
bzw. zu unerwiinschten Nebenreaktionen flihren kdnnten, ist deren Einsatz aul3erst nachteilig und insbesondere in der
PCR-Diagnostik nicht denkbar.

[0007] Weiterhin wurden zum Schutz vor Kontamination der Proben die unterschiedlichsten Verschlussmdglichkeiten,
wie beispielsweise verschiedene Deckel, Septen und/oder Filter etc. fiir einzelne oder mehrere Probengefalie entwickelt.
Diese weisen jedoch Nachteile im Handling, insbesondere im Bereich der Automatisierung auf, da beispielsweise das
Offnen und SchlieRen von Verschlussdeckeln etc., insbesondere einzelner Proben, sehr zeitaufwendig und je nach
Verschlusssystem maschinell kaum realisierbar ist. Zudem besteht weiterhin die Gefahr, dass die im Probengefall
entstandenen Aerosole beim Bearbeiten entweichen und dadurch im nachfolgenden Schritt beim Offnen des nebenste-
henden Probengefalles dessen Probe mit Probenmaterial kontaminiert werden kann.

[0008] Zudem sind Probengefalie mit Septen und/oder diinnen Filtermaterialien nicht in jedem Roboter- beziehungs-
weise automatischen Pipetiersystem variabel einsetzbar, da sich nur wenige Pipettenspitzen und/oder Pipettennadeln
fur den Gebrauch derartiger Probengefal3e eignen.

[0009] Da der Stand der Technik keine bekannten Vorrichtungen und/oder kein bekanntes Verfahren, die/das in
befriedigender Weise zur Vermeidung von Kontaminationen, insbesondere im Bereich der automatisierten PCR-Dia-
gnostik, eingesetzt werden kdnnte, offenbart und sich eine solche Vorrichtung beziehungsweise ein solches Verfahren
auch nicht daraus herleiten lasst, liegt der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, eine effiziente und reprodu-
zierbare Abarbeitung einer hohen Probenanzahl unter Vermeidung von Kontaminationen in den zu analysierenden
Losungen in offenen und/oder automatisierten Systemen zu ermdglichen.

[0010] Diese Aufgabe wird erfindungsgemaf durch die Bereitstellung einer Kontaminationsbarriere zur Vermeidung
von Verunreinigungen wassriger Ldsungen in offenen und/oder automatisieren Systemen gel6st, die zumindest einen
mit Wasser nicht mischbaren Kohlenwasserstoff und/oder ein Kohlenwasserstoffgemisch aufweist. Mithin wird die Auf-
gabe der vorliegenden Erfindung durch die Bereitstellung eines Verfahrens zu Vermeidung von Kontaminationen dadurch
gelést, dass zur Bearbeitung wéassriger Losungen in offenen und/oder automatisierten Systemen, diese mit zumindest
einem mit Wasser nicht mischbaren Kohlenwasserstoff oder einem Kohlenwasserstoffgemisch tiberschichtet werden.
[0011] Die erfindungsgemalie Kontaminationsbarriere zeichnet sich insbesondere durch ihren flexiblen Einsatz in den
unterschiedlichsten ProbengefalRen aus. Besonders vorteilhaft ist, dass die erfindungsgemafle Kontaminationsbarriere
einfach und schnell auch in sehr kleinen ProbengefalRen ausgebildet und wieder entfernt werden kann. Insbesondere
kann auf einen erhéhten zeit- und kostenaufwendigen, manuellen oder gar maschinellen Einsatz von Verschlusskappen
und/oder Septen etc. verzichtet werden. Ein weiterer Vorteil der erfindungsgemafen Kontaminationsbarriere ist deren
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flexible Einbringung in das Probengefall, wodurch im Gegensatz zum Einsatz von Septen und/oder Filtermaterialien,
die fest im Probengefall angeordnet sind, das Volumen der wassrigen Lésung jederzeit variiert werden kann, ohne dass
sich ein Hohlraum bildet, in dem es zu einer kontaminationsbedingenden Aerosolbildung kommt. Ganz besonders
vorteilhaft ist auch der Einsatz bei sehr kleinen Volumina der wéassrigen Losungen (z. B. im ppm-Bereich und kleiner).
[0012] Ferner ergibt sich fiir die Uberschichtung der erfindungsgemaRen Kontaminationsbarriere aufgrund der mit
Wasser nicht mischbaren Kohlenwasserstoffe oder Kohlenwasserstoffgemische ein vorteilhaftes Einsatzgebiet auf na-
hezu jeglichen wassrigen Losungen.

[0013] Um bei der Bearbeitung wassriger Lésungen in offenen und/oder automatisierten Systemen Kontaminationen
zu vermeiden wird auf die zu analysierende Lésung zumindest ein mit Wasser nicht mischbarer Kohlenwasserstoff,
durch Uberschichtung aufgebracht. Die derart auf die wassrige Lésung aufgebrachte erfindungsgemaRe Kontaminati-
onsbarriere legt sich wie ein Film vollstadndig auf die wassrige Losung und verhindert somit das Durchdringen sowie die
Bildung von wassrigen Aerosolen. Vorteilhafterweise weist die erfindungsgemafle Kontaminationsbarriere vorzugsweise
zumindest einen substituierten oder unsubstituierten, verzweigten oder unverzweigten Kohlenwasserstoff auf. Des wei-
teren kann die erfindungsgemafRe Kontaminationsbarriere aus einem cyclischen, gesattigten oder ungesattigten Koh-
lenwasserstoff (wie z. B. Cyclohexan etc.) oder aus einem aromatischen Kohlenwasserstoff (wie z. B. Benzol oder Toluol
etc.) bestehen beziehungsweise gebildet werden, wobei jedoch ausschlieBlich solche Kohlenwasserstoffe verwendet
werden, die nicht mit Wasser mischbar sind. Zudem kénnen die erfindungsgemaf eingesetzten Kohlenwasserstoffe als
Substituenten beispielsweise ein oder mehrere Halogenatom(e), Nitrogruppe(n) und/oder Aminogruppe(n) tragen.
[0014] Alle vorgenannten (Kohlenwasserstoff-) Verbindungen kénnen einzeln oder auch in Mischungen (z. B. ein
Kohlenwasserstoffgemisch wie Mineraldl) vorliegen.

[0015] Unter Mineraldl im Sinne der vorliegenden Erfindung werden die aus mineralischen Rohstoffen, wie beispiels-
weise Erddl, Braun- und Steinkohlen, Holz oder Torf gewonnenen fliissigen Destillationsprodukte verstanden, die im
wesentlichen aus Gemischen von langkettigen, aliphatischen und geséattigten Kohlenwasserstoffen bestehen.
Besonders geeignet sind Destillationsprodukte beziehungsweise Kohlenwasserstoffgemische, wie beispielsweise
WeiRR6l und/oder andere Paraffindle, die hauptsachlich langkettige Alkane, mit vorzugsweise 13 bis 20, besonders
bevorzugt 14 bis 16 Kohlenstoffatome enthalten.

[0016] Unter Kohlenwasserstoffen werden im Sinne der Erfindung in erster Linie verzweigte oder unverzweigte Koh-
lenwasserstoffe verstanden, die 5 bis 20, vorzugsweise 6 bis 16, besonders bevorzugt 8 bis 12 Kohlenstoffatome
aufweisen. Ganz besonders bevorzugt werden verzweigte oder unverzweigte Alkane mit 8 bis 12 Kohlenstoffatomen
verwendet, worunter wiederum Oktan, Nonan, Dekan und/oder Dodekan sowie Mischungen daraus besonders bevorzugt
werden.

[0017] GemalR einer alternativen Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung kann/kénnen der erfindungsgemafen
Kontaminationsbarriere ein oder mehrere mit Wasser nicht mischbare (s) Additiv(e) zugemischt werden. Als Additive im
Sinne der Erfindung werden hydrophobe Substanzen verstanden, die zuséatzlich zur Minderung bzw. zur Verhinderung
von Aerosolbildung beitragen. Besonders bevorzugt ist hierbei die Zugabe von Silicondlen in verschiedensten Zusam-
mensetzungen und Viskositaten. Eine wichtige Eigenschaft der Silicondle ist in diesem Zusammenhang ihr inertes
Verhalten gegenliber anderen Substraten. Charakteristisch ist auch ihr hohes Spreitungsvermégen, mit der die Ausbil-
dung besonderer Eigenschaften, beispielsweise Hydrophobie, einhergeht.

[0018] Unter Silicondlenim Sinne der Erfindung werdenin erster Linie Synthesetle auf Basis halborganischer Polymere
und Copolymere aus Silizium-Sauerstoff-Einheiten mit organischen Seitenketten verstanden. Hierbei haben diese un-
verzweigten wechselweise aus Silizium- und Sauerstoffatomen aufgebauten Ketten bevorzugt eine Kettenlange von 10
bis 1000 Silizium-Atomen, besonders bevorzugt von 30 bis 500 Silizium-Atomen, ganz besonders bevorzugt von 50 bis
150 Silizium-Atomen.

[0019] GemaR einer vorteilhaften Ausgestaltung der vorliegenden Erfindung wird die erfindungsgemale Kontamina-
tionsbarriere (mit und ohne Additive) vorzugsweise zur Uberschichtung von wassrigen Lésungen in offenen und/oder
automatisierten Systemen mit biologischem Probenmaterial verwendet. Unter biologischem Probenmaterial werden im
Sinne der vorliegenden Erfindung Biopolymere verstanden, welche zum einen nattirlich vorkommende Makromolekiile,
wie beispielsweise Nukleinsduren, Proteine oder Polysacharide, zum anderen aber auch synthetisch hergestellte Po-
lymere sein kdnnen, solange diese die gleichen oder &hnliche Bausteine enthalten, wie die natirlichen Makromolekdle.
[0020] Uberraschenderweise stellte sich heraus, dass durch eine Uberschichtung wéssriger Lésungen, welche vor-
zugsweise biologisches Probenmaterial enthalten, mit Kohlenwasserstoffen der vorgenannten Art, insbesondere in Form
der erfindungsgemafRen Kontaminationsbarriere, speziell in offenen, automatisierten Systemen eine effiziente und re-
produzierbare Vermeidung von vor allem aerosolbedingten Kontaminationen erfolgt.

[0021] Nachfolgend soll nun die vorliegende Erfindung anhand von beigefligten Zeichnungen sowie Ausfiihrungsbei-
spielen naher erlautert werden.

[0022] Es zeigt:

Fig. 1  die Bildung von Aerosolen aus einer wassrigen Losung bei im Stand der Technik bekannten offenen Proben-
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gefallen;

Fig. 2 eine auf eine wassrige Losung Uberschichtete erfindungsgemale Kontaminationsbarriere in einem offenen
Probengefal};

Fig. 3  einenschematischen aus dem Stand der Technik bekannten Pipetiervorgang aus einem offenen Probengefal,
bei dem ein Teil einer wassrigen Lésung unter Aerosolbildung entnommen wird;

Fig. 4 einenschematischen Pipetiervorgang aus einem offenen Probengefal, bei dem ein Teil einer wassrigen Lésung
unterhalb einer erfindungsgemaRen Kontaminationsbarriere ohne Aerosolbildung entnommen wird;

Fig. 5 einen schematischen Pipetiervorgang aus einem offenen Probengefal3, bei dem einer wassrigen Losung un-
terhalb einer erfindungsgemafen Kontaminationsbarriere ohne Aerosolbildung ein weiterer wasserléslicher
Teil hinzugegeben wird.

Fig. 6  Darstellung der Calls auf dem Array

[0023] DeminFig.1undFig.3dargestellten Stand der Technikist deutlich zu entnehmen, dass sich durch mechanische
Einwirkung beim Pipetiervorgdngen und/oder Mixen der Probe etc., beispielsweise mittels einer Pipetiervorrichtung 6
0. a., in einem handelsiiblichen Reaktionsgefal 1 auf einer Pipetierplatte 2 (wie beispielsweise einer Mikrotiterplatte
etc.) auf einer biologisches Probenmaterial aufweisenden, wassrigen Losung 3, die Aerosole 4 bilden.

Eine derartige Aerosolbildung kann, sobald das Aerosol 4 aus dem Reaktionsgefal 1 ausstromt, leicht zu Kontamina-
tionen benachbarter Reaktionsgefal3e flhren.

[0024] Durch die in den Fig. 2, 4 und 5 dargestellte erfindungsgeméafie Kontaminationsbarriere 5 wird eine derartige
kontaminationsbedingende Aerosolbildung vermieden, da die wassrigen Aerosole 4 die Kontaminationsbarriere 5 nicht
durchdringen kénnen. Die wasserunlésliche Kontaminationsbarriere 5 liegt hierbei im Reaktionsgefal 1 wie ein Film auf
der wassrigen Losung 3 in der sich das biologische Probenmaterial in geléster Form befindet.

[0025] Beim Pipetiervorgang wird, wie in Fig. 4 und 5 gezeigt, die im Reaktionsgefal 1 befindliche wassrige Lésung
3 beziehungsweise die Probe jeweils unter der Kontaminationsbarriere 5 bearbeitet. Durch die wasserunlésliche Zu-
sammensetzung der Kontaminationsbarriere 5 wird die Bildung von Aerosolen 4 sowohl beim Eintauchen und Zuriick-
ziehen der Pipetiervorrichtung 6 aus der wassrigen Lésung 3 als auch beim Mischen ausgeschlossen.

[0026] Auch beim in Fig. 5 dargestellten Hinzufligen einer weiteren wassrigen Lésung zur Probe, kommt es beim
Mischen der vorgelegten wassrigen Lésung 3 mit der zusatzlichen Losung aufgrund der erfindungsgemalen Kontami-
nationsbarriere 5 nicht zur Aerosolbildung der wassrigen Mischung 7.

[0027] Da die Kontaminationsbarriere 5, im Gegensatz zu fest in Reaktionsgeféafien eingebrachten Filtern und/oder
Septen, zudem sehr flexibel ist, kénnen jederzeit mittels einer Pipetiervorrichtung 6 dem Reaktionsgefal® 1 variable
Mengen an wassriger Lésung 3 enthommen oder hinzugefligt werden, ohne dass sich zwischen der Oberflache der
wassrigen Lésung 3 und der Kontaminationsbarriere 5 ein Hohlraum ausbildet, wodurch zusatzlich die Bildung von
Aerosolen 4 vermieden wird.

Bezugszeichenliste

[0028]

offenes Reaktionsgefal

Pipetierplatte

wassrige Lésung

Aerosolmolekile

Kontaminationsbarriere

Pipetiervorrichtung

wassrige Mischung (aus vorgelegter und hinzugefligter Probenlésung)

NOoO bk WN -

Ausflihrungsbeispiele

[0029] Anhand der nachstehenden Versuchsdurchfiihrungen werden die wesentlichen Kontaminationsquellen (KQ)
offener, automatisierter Pipetiersysteme, insbesondere in vollautomatischen Hochdurchsatz-Arbeitsstationen, sog. Ro-
botersystemen (wie z. B. BioRobot Mdx/ QIAGEN GmbH), aufgezeigt und Kontaminationen (K), die vornehmlich durch
Aerosolbildung, aber auch immer wieder durch mechanische Verschleppung von Probenmaterial entstehen, nachge-
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wiesen sowie die deutliche Verringerung derartiger Kontaminationen durch den Einsatz der erfindungsgemafen Kon-
taminationsbarriere dargestellit.

[0030] Zum Nachweis wurden Kreuzkontaminationstests anhand von Proben mit biologischem Probenmaterial im
ppm-Bereich und kleiner, wie sie in gangigen Verfahren im Bereich der PCR-Diagnostik verwendet werden, durchgefiihrt.
Die Versuche basierten hierbei auf einem gangigen im Stand der Technik bekannten Verfahren zur Isolierung und
Aufreinigung von Nukleinsauren, insbesondere von viraler RNA (verwendetes Protokoll: Q1Aamp 96 Virus Mdx V1.1 /
QIAGEN GmbH).

[0031] Als Systemzubehdr, Reagenzien, Verbrauchsmaterial etc. wurden ebenfalls handelsiibliche Kits (z. B. QlAamp
96 Virus BioRobot Kit/ QIAGEN GmbH) etc., die sich besonders fur den Einsatz in Robotersystemen eignen, verwendet.
Fir die Versuchsdurchfuhrung mit Alkanvorlage (Beispiele 1b und 2b) wurde in géngigen 96-well-Deepwellplatten (im
Folgenden S-Blocks genannt) manuell jeweils 100 wl Dodekan vorgelegt.

[0032] Der Nachweis erfolgte nicht nur durch blofRe Beobachtungen wahrend der einzelnen Pipetierschritte im Auf-
reinigungsprozess, sondern ebenso durch die zusatzliche Bestimmung von tatsdchlichen Nukleinsdure-Verunreinigun-
gen in den Negativproben in einer anschlieBenden Downstream-Analyse (z. B. PCR, RT-PCR etc.). Neben den wesent-
lichen Kontaminationsquellen derartiger Systeme zeigen die nachstehenden Beispiele anhand der ermittelten Konta-
minationsraten (KR) deutlich die Wirksamkeit der erfindungsgemafien Kontaminationsbarriere.

Beispiel 1:
[0033] Kreuzkontaminationstests, durchgefiihrt

a) mit einem Probenvolumen von 285 pl ohne Alkanvorlage und
b) mit einem Probenvolumen von 285 pl mit Alkanvorlage.

[0034] Der automatisierte Prozess wurde mit der Identifizierung der Proben, dem sog. Loadcheck, gestartet. Als
positives Probenmaterial (PP) wurde Hepatitis-C-Virenmaterial (arHCV) mit einer durchschnittlichen Konzentration von
108 - 109 RNA copies/ ml und als negatives Probenmaterial (NP) Negativplasma (z. B. Citratplasma / Breitscheid)
eingesetzt. Nach dem Loadcheck wurden jeweils 40 wl einer handelstblichen Protease (z. B. QIAGEN Protease /
QIAGEN GmbH) in den S-Block pipettiert, und das System auf 56°C hochgeheizt.

[0035] Die Zugabe von jeweils 285 nl Probenmaterial erfolgte, wie nachfolgend schematisch dargestellt, im "Schach-
brett-Muster". Neben jeder PP (+) wurde alternierend eine NP (-) in den S-Block pipettiert (KQ 1!).

Tabelle 1: Schematische Darstellung der Auftragung der PP und NP im Schachbrett-Muster/ S-Block

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A + - + - + - + - + - + -
B - + - + - + - + - + - +
C + = + - + - + = + - + -
D - + - + - + - + - + - +
E + - + - + - + - + - + -
F - + - + - + - + - + - +
G + - + - + - + - + - + -
H - + - + - + - + - + - +

[0036] Nachfolgend wurden den einzelnen Reaktionslésungen 305 wl eines handelsiiblichen Lysepuffers (z. B. Lysis
Buffer AL / QIAGEN GmbH) zugegeben, diese dann durch auf und ab pipettieren gemischt (KQ 2!) und nachfolgend fiir
10 Minuten inkubiert. AbschlieRend wurden im Abstand von ca. einer Minute pro Reihe jeder Reaktionsldsung jeweils
zweimal 360 pl Ethanol (p.a. oder min. 96 %) zu pipettiert (KQ 3!).

[0037] Zur Trennung bzw. Aufreinigung der so isolierten Nukleinsduren wurden jeweils 910 pl Lysat automatisch in
entsprechende Filtersysteme (z. B. QlAamp 96 plate/ QIAGEN GmbH) tberfihrt (KQ 4!) und unter Vakuum 5 Minuten
bei 25°C filtriert (KQ 5!).

[0038] Gemal dem Versuchsprotokoll (s.0.) wurden die mit der Nukleinsdure beladenen Filter nachfolgend unter
Vakuum mit jeweils 800 pl eines handelsiiblichen Waschpuffers (z. B. Wash Buffer AW2 / QIAGEN GmbH) (KQ 6!) und
dann in einem zweiten Waschschritt mit 930 .l Ethanol (p.a. oder min. 96 %) (KQ 7!) gewaschen und anschlieRend die
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Membranen zur Beseitigung von Ethanol unter Vakuum und 60°C in einer automatisierten Vakuumvorrichtung (z. B.
RoboVac/ QIAGEN GmbH) getrocknet (KQ 8!).

[0039] Die aufgereinigte Nukleinsdure wurde abschlieRend unter Vakuum eine Minute lang einmal mit 50 pl und einmal
mit 100 pl mindestens eines kommerziell erhéltlichen Elutionspuffers (z. B. Elution Buffer AVE / QIAGEN GmbH) vom
Filtersystem eluiert (KQ 9!). Das aufgefangene Eluat wurde fir den nachfolgenden Amplifikationsprozess auRerhalb
des automatisierten Pipetiersystems aufbereitet. Dem fiir die RT-PCR aufbereiteten Eluat wurde ein handelsUblicher
Enzymmix (z. B. Mastermix / QIAGEN GmbH) hinzu pipettiert (KQ 10!), zur Bestimmung der Nukleinsaure-Kontamina-
tionen eine RT-PCR durchgefiihrt und die Ergebnisse ausgewertet.

[0040] Die zwei Versuchsdurchlaufe (Lauf 1al und 1all) ohne Vorlage von Dodekan wurden mit folgender ar HCV-
Verdiinnung durchgefiihrt:

1x10" IU/ml + 148,5 ml NP = 1x10° [U/m

[0041] Bis hin zur Zugabe des Elutionspuffers konnten weder im Lauf 1al noch im Lauf 1all Beobachtungen gemacht
werden, die insbesondere an den Kontaminationsquellen (KQ) 1-4 auf Kontaminationen hingewiesen hatten.

Erstim Verlauf der Elution (KQ 7) konnten diesbezliglich Beobachtungen gemacht werden. So war beispielsweise eine
deutliche Blasenbildung bei der Zugabe des Elutionspuffers insbesondere in Reihe 12 zu beobachten. Teilweise zer-
platzten die Blasen beim Eintauchen und Herausziehen der Pipettenspitzen. Nach der Elution waren in Reihe 1 bei den
NP-Positionen B, D, F (sowie im Lauf 1al auch H) die Auslasséffnungen des Filtersystems (Nozzles) ebenso gelb wie
die der PP.

[0042] Nach Durchfiihrung der RT-PCR wurden folgende Kreuzkontaminationen ermittelt:

Lauf 1al: 9 K /48 NP = KR yuf 1a1 = 18.75 %
Lauf 1all: 2 K /48 NP = KR_¢ a1 = 4,17 %

[0043] Das ergibt eine durchschnittliche Kontaminationsrate (KR) von 11,46 %.
[0044] Die drei Versuchsdurchlaufe (Lauf 1bl, 1bll und 1blll) mit Vorlage von Dodekan wurden ebenfalls mit der vor-
genannten ar HCV-Verdiinnung durchgefihrt:

1x10"" 1U/ml + 148,5 mI NP = 1x10° IU/ml

[0045] Lauf 1blll wurde nachgeschaltet, nachdem in Lauf 1bll die Reihe B aufgrund der fehlenden PP-Aufgabe nicht
mitgewertet werden konnte. Wahrend der Versuchsdurchfiihrung konnten jedoch keine besonderen Vorkommnisse, die
auf Verschleppung von Probenmaterial wahrend der Pipetiervorgénge oder Aerosolbildung hinweisen, beobachtet wer-
den.

[0046] Nach Durchfiihrung der RT-PCR wurden folgende Kreuzkontaminationen ermittelt:

Lauf 1 bl: 1 K /42 NP = KRy 10 = 238 %
Lauf 1bll: 3 K/48 NP = KRLauf1bII = 6,25 %
Lauf 1blll: 3 K/48 NP = KRLauf1bIII = 6,25 %

[0047] Das ergibt eine durchschnittliche Kontaminationsrate (KR) von 4,96 %.
[0048] Nach dem Vergleich der ermittelten Kontaminationsraten konnte gezeigt werden, dass durch den Einsatz von

Dodekan die Kreuzkontaminationsrate fiir das gesamte Isolierungs- und Trennungsverfahren um mehr als das Doppelte
(Faktor 2,3) verringert werden kann.

Beispiel 2:
[0049] Kreuzkontaminationstests, durchgefiihrt

a) mit einem Probenvolumen von 570 wl ohne Alkanvorlage und
b) mit einem Probenvolumen von 570 pl mit Alkanvorlage.

[0050] Der automatisierte Prozess wurde mit der Identifizierung der Proben, dem sog. Loadcheck, gestartet. Als
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positives Probenmaterial (PP) wurde Hepatitis-C-Virenmaterial (arHCV) mit einer durchschnittlichen Konzentration von
108 - 109 RNA copies/ ml und als negatives Probenmaterial (NP) Negativplasma (Citratplasma / Breitscheid) eingesetzt.
Nach dem Loadcheck wurden jeweils 80 pl einer handelsiblichen Protease (z. B. QIAGEN Protease / QIAGEN GmbH)
in den S-Block pipettiert, und das System auf 56°C hochgeheizt.

Die Zugabe von jeweils 570 pl Probenmaterial erfolgte, wie vorstehend in der Tabelle 1 bereits schematisch dargestellt,
im "Schachbrett-Muster". Neben jeder PP (+) wurde alternierend eine NP (-) in den S-Block pipettiert (KQ 1!).

[0051] Nachfolgend wurden den einzelnen Reaktionslésungen 610 wl eines handelsiiblichen Lysepuffers (z. B. Lysis
Buffer AL / QIAGEN GmbH) zugegeben, diese dann durch auf und ab pipettieren gemischt (KQ 2!) und nachfolgend fiir
10 Minuten inkubiert. AbschlieBend wurden im Abstand von einer Minute pro Reihe jeder Reaktionsldsung jeweils
zweimal 720 pl Ethanol (p.a oder min. 96%) zu pipettiert (KQ 3!).

[0052] Zur Trennung bzw. Aufreinigung der so isolierten Nukleinsauren wurden jeweils zwei mal 910 pl Lysat auto-
matisch in entsprechende Filtersysteme (z. B QlAamp 96 plate/ QIAGEN GmbH) Uberfiihrt (KQ 4!) und unter Vakuum
5 Minuten bei 25°C filtriert (KQ 5!).

[0053] Gemal dem Versuchsprotokoll (s.0.) wurden die mit der Nukleinsaure beladene Filter nachfolgend unter Va-
kuum jeweils mit 800 wl eines handelsiiblichen Waschpuffers (z. B. Wash Buffer AW2 / QIAGEN GmbH) (KQ 6!) und
dann in einem zweiten Waschschritt mit 930 .l Ethanol (p.a. oder min. 96 %) (KQ 7!) gewaschen und anschlieRend die
Membranen zur Beseitigung von Ethanol unter Vakuum und 60°C in einer automatisierten Vakuumvorrichtung (z. B.
RoboVac/ QIAGEN GmbH) getrocknet (KQ 8!).

[0054] Die aufgereinigte Nukleinsdure wurde abschlieBend unter Vakuum eine Minute lang einmal mit 50 .l und einmal
mit 100 pl mindestens eines Elutionspuffers (z. B. Elution Buffer AVE / QIAGEN GmbH) vom Filtersystem eluiert (KQ
9!). Das aufgefangene Eluat wurde flir den nachfolgenden Amplifikationsprozess auerhalb des automatisierten Pipe-
tiersystems aufbereitet. Dem fiir die RT-PCR aufbereiteten Eluat wurde ein handelstiblicher Enzymmix (z. B. Mastermix
/ QIAGEN GmbH) hinzu pipettiert (KQ 10!), zur Bestimmung der Nukleinsdure-Kontaminationen eine RT-PCR durch-
geflihrt und die Ergebnisse ausgewertet.

[0055] Die zwei Versuchsdurchlaufe (Lauf 2al und 2all) ohne Vorlage von Dodekan wurden mit folgender ar HCV-
Verdiinnung durchgefiihrt:

15ml 1x10° 1U/ml + 22,5 ml NP = 4x10® IU/ml

[0056] Schon bei der Zugabe des Lysepuffers in den S-Block tirmen sich bereits die Blasen bis zur Oberkante der
einzelnen Reaktionsgefalle auf. Zudem fuhren die Pipetierspitzen (Tips) so schnell wieder aus den Reaktionsgefalien
heraus, dass teilweise die entstandenen Blasen platzen (besonders in Position H5 und H10). Auch beim der zweiten
Zugabe des Lysats entstanden beim Mischen im S-Block vermehrt Blasen, die beim Herausfahren der Tips mit hoch-
gezogen wurden und/oder zerplatzten.

[0057] Auch bei der Zugabe des Elutionspuffers konnten sowohl im Lauf 2al als auch im Lauf 2all Beobachtungen
hinsichtlich Kontaminationen gemacht werden. So war beispielsweise eine deutliche Blasenbildung wahrend und nach
der Zugabe des Elutionspuffers insbesondere in Reihe G sowie auf der Position H6 zu sehen. Teilweise zerplatzten
auch hier die Blasen beim Eintauchen und/oder Herausziehen der Tips. Nach der Elution waren in Reihe 1 bei den NP-
Positionen B, D, F und H die Nozzles unter der QlAplate ebenfalls gelb wie bei den PP.

[0058] Nach Durchfiihrung der RT-PCR wurden folgende Kreuzkontaminationen ermittelt:

Lauf 21: 31 K /48 NP = KR o1 2a1 = 64,58 %
Lauf 2all: 34 K/48 NP = KR 72411 = 70,08 %

[0059] Das ergibt eine durchschnittliche Kontaminationsrate (KR) von 67,33 %.

[0060] Andieser Stelle zeigt sich deutlich, dass die Pipetierschritte mit steigendem Probevolumen wesentlich anfalliger
fur Kreuzkontaminationen sind, da hier das S-Block-Volumen vollstandig ausgenutzt wird.

[0061] Die zwei Versuchsdurchlaufe (Lauf 2bl und 2bll) mit Vorlage von Dodekan wurden ebenfalls mit der vorge-
nannten ar HCV-Verdliinnung durchgefiihrt:

15ml 1x10° IU/ml + 22,5 mi NP = 4x10° IU/mli

[0062] Um die Wirkung der Dodekan-Uberschichtung in bezug auf eine Verminderung bzw. Verhinderung von Bla-
senbildungen etc. besser beobachten zu kdnnen, wurde das eingesetzte Dodekan vorher mit Sudanschwarz eingeféarbt.
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[0063] Wahrend der gesamten Versuchsdurchfiihrung konnten jedoch keine besonderen Vorkommnisse hinsichtlich
Kontaminationen beobachtet werden. Auch wiesen die Nozzles an der QlAplate wie schon unter Beispiel 1b) aufgefihrt
nach der Elution keine Rickstande bzw. Verfarbungen auf.

[0064] Nach Durchfiihrung der RT-PCR wurden folgende Kreuzkontaminationen ermittelt:

Lauf 2bl: 6 K /48 NP = KR\ 4 251 = 12,50 %
Lauf 2b11:10 K /48 NP = KR 7201 = 20,83 %

[0065] Das ergibt eine durchschnittliche Kontaminationsrate (KR) von 16,67 %

[0066] Nach dem Vergleich der ermittelten Kontaminationsraten konnte somit gezeigt werden, dass durch den Einsatz
von Dodekan die Kreuzkontaminationsrate fiir das gesamte Isolierungs- und Trennungsverfahren mit hdheren Proben-
und Reaktionsvolumina sogar um mindestens den Faktor 4 verringert werden kann.

[0067] Wie bereits vorstehend aufgefiihrt, weist ein derartiges Gesamtverfahren jedoch etliche Fehler- bzw. Konta-
minationsquellen auf. Um nun die Wirkung der erfindungsgemafen Kontaminationsbarriere fiir einen einzelnen Pipe-
tierschritt zu bestimmen, wurden im Laufe dieser Versuchsreihen einzelne Proben (vorzugsweise NP) enthommen und
mittels RT-PCR analysiert. Ausgehend von den in den Beispielen 1b und 2b gemachten Beobachtungen, dass durch
die Uberschichtung mit Dodekan die Bildung von Blasen beziehungsweise Aerosolen insbesondere in den ersten Pro-
zessschritten (im Bereich der Kontaminationsquellen 1 bis 4) durch das Eintauchen und Herausziehen der Pipetierspitzen
verhindert wurde, wurden an diesen Stellen des Gesamtverfahrens Proben entnommen und analysiert. Keine dieser
Proben wies Nukleinsaure-Verunreinigungen auf. Fiir einzelne Prozessschritte kdnnen somit durch den Einsatz von
Dodekan (Kreuz-) Kontaminationen sogar ganz vermieden werden.

[0068] Weitere Versuche zeigten, dass durch den Einsatz von Dodekan auch in den Pipetierschritten der Downstream-
Analysen (wie z. B. der RT-PCR) gute Erfolge bei der Verminderung von (Kreuz-) Kontaminationen erzielt werden
kénnen. So wurden beispielsweise in weiteren Kreuzkontaminationstests die fur eine RT-PCR notwendige handelstiblich
Enzymmischung (z. B. Mastermix / QIAGEN GmbH) einer mit Dodekan Uberschichteten Probe zugegeben. Auch hier
wiesen die Negativproben in den Versuchsreihen mit der erfindungsgemafen Kontaminationsbarriere deutlich weniger
bis gar keine Kontaminationen auf.

[0069] Das Uberschichten mit der erfindungsgemaRen Kontaminationsbarriere eignet sich jedoch nicht nur fiir jegliche
Artvon Pipetiervorgangen. Gemal einer weiteren Ausgestaltung der vorliegenden Erfindung kann die erfindungsgemafe
Kontaminationsbarriere auch in anderen Modulen der Probenbearbeitung, in denen (Kreuz-) Kontaminationen auftreten,
eingesetzt werden. So verhindert die Verwendung der erfindungsgemafien Kontaminationsbarriere beispielsweise in
ebenso vorteilhafter Weise eine Kreuzkontamination, die durch Aerosolbildung, beim Uberschlagen mit Waschpuffern,
durch die Abgabe mit einem Dispenser, durch das Einbringen von Ruhr- oder Mischvorrichtungen (wie z. B. Ruhrfischen,
Ruhrstaben, Mischstempel oder Mischkolben etc.) sowie bei mechanischen Rihr- und/oder Mischvorgadngen auftritt.
(Wobei mit Rihren eine kreisférmig Bewegung und mit Mischen eine Auf- und Abwartsbewegung gemeint sein soll.)
[0070] Zudem kann die eingesetzte Kontaminationsbarriere auch weitere Applikationen positiv beeinflussen. So fuhrt
beispielsweise der Einsatz der erfindungsgemafien Kontaminationsbarriere in Arrayexperimenten wie im Folgenden
dargestellt neben der Vermeidung von Kontaminationen auch zu einer Stabilisierung derartiger Applikation.

Beispiel 3:

[0071] Auf Grund der besonderen Eigenschaften der erfindungsgeméaRen Additive wurden zur Uberschichtung von
Reaktionsansatzen fur die Arrayexperimente neben Mineral6len auch Mischungen aus Mineral- und Silicondlen gewahlt.
[0072] Der Einsatz der erfindungsgemaRen Kontaminationsbarriere erfolgte hierbei im Laufe einer Praparation von
biotin-markierter cRNA zur Hybridisierung auf Microarrays (z. B. Human Genome U133B Array / Affymetrix, US), wobei
unterschiedliche Volumina der Kontaminationsbarriere zu den cRNA Fragmentierungsanséatzen hinzugegeben wurden.
Als Kontaminationsbarriere wurden unterschiedliche Mengen an Mineraldl bzw. einem Gemisch aus Mineral6l und
Silicondl eingesetzt.

[0073] Die Synthese der Hybridisierungsproben wurde gemaR dem Herstellerprotokoll (Affymetrix) durchgefiihrt. Nach
der Synthese von cRNA aus 2 p.g Hela S3 total RNA wurde in verschiedene Fragmentierungsansatze 1 pl, 5 pl und 10
wl der Ole hinzugegeben. Diese Fragmentierungsansatze wurden in den Hybridsierungsansatz tiberfiihrt. Die Hybridi-
sierung und Analyse der GeneChip Arrays wurde gemaR den Angaben des Herstellers durchgefihrt. Als Kontrollen
wurden Proben (K) eingesetzt, die ohne Kontaminationsbarriere ebenfalls gemaR dem Standard-Herstellerprotokoll zur
Probenaufbereitung prozessiert wurden.

[0074] AnschlieRend wurden zu dieser Versuchsreihe Daten (zum Hintergrund auf den verwendeten Arrays), zu de-
tektierbaren, statistisch relevanten Signalen (Present Calls) und den nicht detektierbaren Signalen auf dem Array erho-
ben. Dabei sollten die Schwankungen der Messwerte gering und unabhangig von der Zugabe der Ole sein. Die ermittelten
Daten wurden in einem S&ulendiagram in Figur 6 dargestellt.
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[0075] Die Ergebnisse zeigen, dass unter Zugabe der erfindungsgemaflen Kontaminationsbarriere (mit und ohne
Additiv) gleichmaRige Hybridisierungsergebnisse erzielt werden. Die Schwankungen der Calls liegen bei +/- 2 %, was
der vom Chip-Hersteller angegebenen Schwankung fiir technische Replikate entspricht.

[0076] Da ferner auch eine Vermeidung von Kreuzkontaminationen bei der automatisierten Praparation von Proben
zur Hybridisierung auf Microarrays vorteilhaft und wiinschenswert ist, wurde in weiteren Versuchen die Wirkung der
erfindungsgeméaflen Kontamination auf einem automatisierten System (BioRobot 8000 / QIAGEN GmbH), bei dem
Verschleppungen von Teilen der Kontaminationsbarriere wahrend der Prozessierungsschritte bzw. wahrend der Pro-
benvorbereitung auftreten kénnen, tUberpruft. Fir die automatisierte Praparation von RNA aus Zellkulturzellen wurde
dabei die RNeasy 96 Chemie (QIAGEN GmbH) verwendet. Dazu wurden 5 pg total RNA aus Hela Zellen an die Sau-
lenmatrix der RNeasy 96 Platten gebunden (n=4). Nach drei Waschschritten wurde die gereinigte RNA von der Saule
mit Wasser eluiert. Zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen wahrend der Elution und zur Verbesserung der Ausbeute
wurde die Probe zuvor mit Mineral6l sowie einem Gemisch aus Mineral6l und Silicondl Giberschichtet. Um zu Gberpriifen,
ob gegebenenfalls auch das Additiv alleine fiir diese Applikation geeignet ist, wurde ein Versuchsansatz nur mit Silikonél
Uberschichtet. Nachfolgend wurde die RNA Ausbeute photometrisch bestimmt.

[0077] Auch die Uberschichtung der Proben mit einer erfindungsgeméRen Kontaminationsbarriere, der als Additiv ein
Silicondl zugesetzt wurde, fiihrte auf einem automatisierten System zu einer héheren Ausbeute als vergleichbare Ver-
suche ohne die erfindungsgemaRe Kontaminationsbarriere. Uberraschenderweise konnte hierbei die Ausbeute mit dem
Einsatz der erfindungsgemafen Additive um bis zu 10% gesteigert werden, was eine weitere Verbesserung der erfin-
dungsgemafien Kontaminationsbarriere darstellt.

[0078] Weitere Versuchsreihen ergaben zudem, dass neben den vorgenannten Mineraldl/Silicondl-Mischungen auch
Silikondle alleine oder in Form von Additivgemischen in Hybridisierungsanséatzen als erfindungsgemafle Kontaminati-
onsbarriere fungieren kénnen. (Getestet wurden hierbei handelsibliche Silikondle, wie AK 35, AK 50 und AK 100 der
Wacker Chemie GmbH)

Patentanspriiche

1. Kontaminationsbarriere zur Vermeidung von Verunreinigungen wassriger Loésungen in offenen und/oder automati-
sierten Systemen, wobei die Kontaminationsbarriere
aus mindestens einem Silikondl besteht, oder
ein Gemisch mindestens eines Silikondls mit zumindest einem mit Wasser nicht mischbaren Kohlenwasserstoff
oder mit einem Kohlenwasserstoffgemisch aufweist.

2. Kontaminationsbarriere gemaf Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass diese einen unsubstituierten Kohlen-
wasserstoff aufweist.

3. Kontaminationsbarriere gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass diese einen substituierten Kohlen-
wasserstoff aufweist.

4. Kontaminationsbarriere nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass diese einen cyclischen,
gesattigten oder ungesattigten Kohlenwasserstoff aufweist.

5. Kontaminationsbarriere nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass diese einen verzweig-
ten und/oder unverzweigten acyclischen Kohlenwasserstoff aufweist.

6. Kontaminationsbarriere nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass der Kohlenwasserstoff
5 bis 20, vorzugsweise 6 bis 16, besonders bevorzugt 8 bis 12 Kohlenstoffatome aufweist.

7. Kontaminationsbarriere nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass diese als Kohlenwas-
serstoff besonders bevorzugt ein verzweigtes oder unverzweigtes Alkan, vorzugsweise mit 8 bis 12 Kohlenstoffa-
tome, aufweist.

8. Kontaminationsbarriere nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass diese als Alkan bevorzugt Oktan, Nonan,
Dekan und/oder Dodekan sowie Mischungen daraus aufweist.

9. Kontaminationsbarriere nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass diese als Kohlenwas-
serstoffgemisch Mineraldl aufweist.
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Kontaminationsbarriere nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass das Silikondl ein
Synthesedl auf Basis halborganischer Polymere und Copolymere aus Silizium-Sauerstoff-Einheiten mit organischen
Seitenketten aufweist.

Kontaminationsbarriere nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass das Silikondl unver-
zweigte wechselweise aus Silizium- und Sauerstoffatomen aufgebaute Ketten mit einer Kettenldnge von 10 bis
1000 Silizium-Atomen, bevorzugt von 30 bis 500 Silizium-Atomen, besonders bevorzugt von 50 bis 150 Silizium-
Atomen, aufweist.

Verfahren zur Vermeidung von Kontaminationen, dadurch gekennzeichnet, dass bei der Bearbeitung wéassriger

Lésungen in offenen und/oder automatisierten Systemen, diese mit einer Kontaminationsbarriere gemaf mindestens
einem der vorhergehenden Anspriiche tberschichtet werden.
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Figur 6: Darstellung der Calls auf dem Array
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