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Uit de laboratoriumpraktijk

Volledig geautomatiseerde isolatie van DNA uit bloed met behulp van een
pipetteerrobot

S.G. HEIL, B.A.J. GIESENDORF, J.M.F. TRIJBELS en H.J. BLOM

In dit artikel wordt de automatisering van DNA-iso-
latie uit bloed, gebruikmakend van de Dynabeads®
DNA Direct™ kit en het geautomatiseerde pipetteer-
station Biomek™ 2000 beschreven. Combinatie van
deze technieken resulteert in een tijdsbesparende en
nauwkeurige procedure, die het mogelijk maakt om
DNA uit 96 bloedmonsters te isoleren in 45 minuten
zonder enige centrifugatie stap. Het geisoleerde DNA
blijkt geschikt te zijn voor onder andere polymerase
chain reactie (PCR) gevolgd door restrictie-enzym
analyse. De in dit artikel beschreven methode maakt
volledig geautomatiseerde DNA-analyse in de toe-
komst mogelijk.

Trefwoorden: automatisering; DNA-isolatie; homo-
cysteine; magnetische beads; mutatie-analyse; methy-
leentetrahydrofolaat reductase (MTHFR),; pipetteer-
robot

Het isoleren van DNA uit bloed en andere lichaams-
materialen is een procedure die in diverse laboratoria
veelvuldig op grote schaal uitgevoerd wordt. Het is
echter een tijdrovende en arbeidsintensieve proce-
dure. Indien DNA uit grote aantallen monsters geiso-
leerd moet worden, is het zeer eentonig werk voor
laboratoriummedewerkers. Met de komst van de
Dynabeads® DNA Direct™ kit en de pipetteerrobot
Biomek™ 2000 wordt het mogelijk om DNA-isola-
ties te automatiseren, waardoor de isolatietijd aan-
zienlijk korter wordt.

Binnen het laboratorium voor Kindergeneeskunde en
Neurologie (LKN) van het Academisch Ziekenhuis
Nijmegen (AZN, St. Radboud) wordt uitvoerig on-
derzoek gedaan aan diverse aspecten van hyperhomo-
cysteinemie (1). Uit dit onderzoek blijkt dat een ver-
hoogd homocysteinegehalte een risicofactor is voor
neurale buisdefecten (NBD) en vasculaire aandoe-
ningen. Mede vanwege dit gegeven wordt onderzoek
verricht naar genen betrokken bij het homocysteine-
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metabolisme. In dit artikel hebben we gekozen voor
de analyse van de C677T-mutatie in het methyleen-
tetrahydrofolaat reductase (MTHFR) gen (2) voor het
optimaliseren van DNA-isolatie met behulp van de
Dynabeads® DNA Direct™ kit en de Biomek™ 2000.
Aangezien zeer grote groepen pati€nten en controles
op deze mutatie onderzocht moeten worden, zijn we
overgegaan op automatisering van DNA-isolaties.
In een later stadium zullen ook diverse vervolgproce-
dures volledig geautomatiseerd worden.

We onderzochten in deze studie het gebruik van de
Dynabeads® DNA Direct™ kit in combinatie met de
Biomek™ 2000, voor het isoleren van DNA uit 96
bloedmonsters. Het DNA werd vervolgens gebruikt
voor de screening van de C677T-mutatie in het
MTHER gen.

MATERIALEN en METHODEN

DNA-isolaties

Voor de isolaties van het DNA werd gebruik gemaakt
van zowel EDTA-bloed als buffycoat. Onder bufty-
coat verstaan we in dit artikel de oorspronkelijke
buffycoat inclusief de eerste 0,5 ml erytrocyten, af-
komstig uit 5 ml EDTA-bloed.

Genomisch DNA werd geisoleerd met behulp van de
Dynabeads® DNA Direct™ kit systeem I (Dynal, ITK
diagnostics, Uithoorn, Nederland), volgens de in-
structies van de fabrikant, op de Biomek™ 2000
(Beckman Instruments, Mijdrecht, Nederland). Aller-
eerst vindt er cellysis plaats, door toevoeging van de
Dynabeads Direct oplossing, om het DNA vrij te ma-
ken uit de kern van de cel. Vervolgens hecht het DNA
zich aan het oppervlak van zogenaamde beads (dyna-
beads). Hierna volgt er een scheiding van het intact
DNA-dynabeads complex met behulp van een mag-
neet, waarna het complex twee keer gewassen wordt
met wasbuffer. Het complex wordt hierna geresu-
spendeerd in resuspensiebuffer. Het DNA wordt uit-
eindelijk van de beads gescheiden door elutie. Het
verkregen DNA is hierna direct geschikt voor PCR
reacties.

Biomek™ 2000 werkstation

De DNA-isolaties werden uitgevoerd op het Bio-
mek™ 2000 werkstation. De Biomek heeft twee ver-
schillende aansturingsprogramma’s: Bioworks (versie
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Figuur 1. Configuratie van het Biomek 2000 werkstation. Schema voor 96 DNA-isolaties. Aanwezig zijn de MP-200 pipet met
bijbehorende P250-pipettips. Aangegeven is waarvoor de tips gebruikt worden. Reagentia (beads, wasbuffer en resuspensiebuffer)

zijn aanwezig in de daarvoor bestemde reservoirs.

1.4) en Bioscript. Bioworks is een eenvoudig te ge-
bruiken programma waarin gekozen kan worden uit
een aantal standaardconfiguraties. Met Bioscript kan
iedere denkbare configuratie geprogrammeerd wor-
den. Omdat wij gebruik wilden maken van een mag-
netische plaat met afwijkende maatvoering (13 x 8),
hebben we het gehele programma met behulp van de
Bioscript software geprogrammeerd. De Biomek is
uitgerust met een “multi-channel” pipet (MP-200)
met bijbehorende P250-tips (Beckman Instruments,
Mijdrecht, Nederland). Reagentia bevinden zich in
daarvoor bestemde reservoirs en buffycoats werden
in 0,2 ml eppen aangeleverd. Het programma is een
sterk aangepaste versie van Merel et al (3) en kan op
aanvraag toegestuurd worden. De totale procedure is
opgebouwd uit 6 stappen, zie figuur 1 voor het volle-
dige pipetteerschema.

Aan 3 pl buffycoat werd 200 pl Dynabeads Direct
Solution toegevoegd. Hierbij werd gebruikt gemaakt
van de tips ‘begin’ (stap 1). Vervolgens vond er een
incubatie plaats van 5 minuten bij kamertemperatuur
voor lysis en binding van het DNA aan de dynabeads.
Hierna werd de oplossing overgepipetteerd naar de
magnetische plaat MPC 9600™ (Dynal, ITK diagnos-
tics, Uithoorn, Nederland), gebruikmakend van de
tips ‘mix’, waar 2 minuten geincubeerd werd (stap 2).
Tijdens deze incubatie werden de dynabeads (inclu-
sief DNA) door de magneet aangetrokken en gecon-
centreerd aan de wand van het epje. Het supernatant
werd vervolgens afgepipetteerd met de tips ‘super-
natant’ (stap 3). Het DNA-dynabeads complex werd
hierna 2 keer gewassen met 200 pul wasbuffer met be-
hulp van de tips ‘wasstap’ (stap 4). Resuspensie vond
plaats door toevoeging van 40 pl resuspensiebuffer,
gebruikmakend van de tips ‘resuspensie’ (stap 5).
Hierna werden de epjes met de DNA oplossing hand-
matig van de magneet afgehaald Vervolgens werden
de oplossingen goed gehomogeniseerd door 40 keer
‘opzuigen en uitspuiten’ van de oplossing (stap 6, tips
‘extra’). Elutie vond uiteindelijk plaats door de epjes
5 minuten bij kamertemperatuur te laten staan (zelf-
elutie), voordat er verdere analyses met het DNA
gedaan werden.
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Mutatie-analyse

Mutatie-analyse werd uitgevoerd volgens Frosst et al
(2). In eerste instantie werd er met 5 [l van de geiso-
leerde DNA-oplossing een PCR uitgevoerd. De PCR
vond plaats in een totaal volume van 50 ul en bevatte
de volgende reagentia: 100 ng forward primer
(MTHFR-11) en 100 ng reverse primer (MTHFR-12)
(Life Technologies, Breda, Nederland), 200 uM
dNTP-oplossing, 1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris.HCI en
0,5 unit Tag-polymerase (alles afkomstig van Life-
Technologies, Breda, Nederland). De PCR vond
plaats in een Perkin Elmer 9600 thermocycler (Perkin
Elmer, Nieuwerkerk a/d IJssel, Nederland) onder de
volgende omstandigheden: initi€le denaturatie 92°C/
120 sec., gevolgd door 40 cycli van 92°C/60 sec.
-(denaturatie), 56°C/30 sec. (annealing), 72°C/30 sec.
(extensie). Het geamplificeerde product werd geknipt
met Hinfl. Dit resulteerde voor het wildtype (CC) in
een ongeknipt fragment van 198 bp, terwijl het mu-
tante genotype (TT) twee banden gaf; ten gevolge
van de mutatie werd het oorspronkelijke fragment
van 198 bp in twee fragmenten van respectievelijk
175 bp en 23 bp geknipt. Bij het heterozygote geno-
type (CT) ontstaan er drie fragmenten van 198 bp,
175 bp en 23 bp. Deze fragmenten werden van elkaar
gescheiden op een 4% agarosegel: alleen de fragmen-
ten van 198 bp en 175 bp zijn zichtbaar.

RESULTATEN

DNA isolaties met de Dynabeads® DNA Direct™
kit en het Biomek™ 2000 werkstation

Met de Dynabeads® DNA Direct™ kit en het
Biomek™ 2000 werkstation werd van 96 monsters,
volledig automatisch in 45 minuten, DNA geisoleerd
zonder centrifugatie-stappen. Verschillende condities
werden uitgetest ter optimalisatie van de procedure,
waaronder verschillende monsterverdunningen en va-
riaties in pipetteerstappen. Uit figuur 2 blijkt dat de
maximale opbrengst verkregen werd met 3 pl buffy-
coat (figuur 2A). Bij volbloed (figuur 2B) werd met
zowel 3 ul als 10 pl de maximale opbrengst verkre-
gen. We hebben in onze experimenten gekozen voor
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Figuur 2. DNA-opbrengst uit verschillende hoeveelheden
buffycoat en bloed. A: Weergegeven is 10 pl DNA geisoleerd
uit buffycoat met verschillende hoeveelheden als uitgangs-
materiaal op een 1% agarosegel. Als uitgangsmateriaal is 10 pl,
3 ul, 1 ul, 0,3 ul en 0,1 pl buffycoat gebruikt (respectievelijk
laan 1, 2, 3, 4 en 5). Laan 6 is de moleculaire gewichtsmarker
A-Pstl. B: Hetzelfde als voor A maar dan voor volbloed.
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Figuur 3. Variaties in PCR-condities voor de C677T-mutatie
in het MTHFR-gen. Voor de PCR werd 2, 5 en 10 ul DNA
geisoleerd uit 3 pl buffycoat gebruikt, 10 pl van deze PCR-
producten is respectievelijk in laan 1,2 en 3 te zien op een 2%
agarosegel. Tevens werd de PCR uitgevoerd met 5 ul DNA in-
clusief beads (laan 4) en met 5 pl DNA zonder beads (laan 5)
in de PCR-mix, hiervan werd ook 10 pl op een 2% agarosegel
geanalyseerd. Laan 6 is een negatieve controle op de PCR.
Laan 7 is de moleculaire gewichtsmarker pUC-Haelll.

3 ul buffycoat en 10 pl volbloed omdat met deze hoe-
veelheden de beste PCR resultaten verkregen werden.
Incubatietijden werden uitgevoerd volgens het proto-
col behorende bij de Dynabeads® DNA Direct™ sys-
teem I kit. Wasstappen vonden plaats op de magneet.
De hoeveelheid DNA die geisoleerd werd, werd ge-
schat aan de hand van vergelijking met een molecu-
laire gewichtsmarker op een 1% agarosegel en niet
met behulp van een spectrofotometer omdat de beads
storen bij deze spectrofotometrische bepaling. Figuur
2A laat DNA geisoleerd uit verschillende hoeveelhe-
den buffycoat zien. De grootte is tenminste 12.000 bp
en de hoeveelheid, verkregen uit 3 pl buffycoat (laan
2), is na vergelijking met de A-PstI marker (laan 6)
geschat op ongeveer 5-10 ng/ul. In figuur 2B is het-
zelfde weergeven maar dan voor volbloed. De hoe-
veelheid DNA verkregen uit 10 pl volbloed (laan 1) is
na vergelijking met de moleculaire gewichtsmarker
A-PstI (laan 6), geschat op ongeveer 2-5 ng/ul.
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Mutatie-analyse

Het geisoleerde DNA werd gebruikt voor PCR ge-
volgd door restrictie-enzymanalyse, ter bepaling van
de C677T-mutatie in het MTHFR-gen volgens Frosst
et al (2). Hierbij werden verschillende condities ge-
test. Toevoeging van verschillende hoeveelheden
DNA toonde aan dat voor 3 ul buffycoat als uitgangs-
materiaal, 2 tot 5 ul DNA het beste resultaat gaf in de
PCR (figuur 3; laan 1 en 2). Door toevoeging van
meer dan 5 ul DNA verliep de PCR minder goed
(figuur 3; laan 3). Waarschijnlijk bevat het DNA on-
zuiverheden die bij meer dan 5 pl remmend/storend
werken in de PCR. Verder werd de PCR uitgevoerd
met DNA inclusief dynabeads en met DNA zonder
dynabeads in de PCR mix. Figuur 3 (laan 4 en 5) laat
zien dat dit geen invloed heeft op het uiteindelijke
PCR-product.

DISCUSSIE

De automatisering van DNA-isolaties uit volbloed en
buffycoat, met behulp van de Dynabeads® DNA
Direct™ kit en het Biomek™ 2000 werkstation,
bleek zeer succesvol. Isolatie van DNA met behulp
van de Dynabeads® DNA Direct™ kit is een zeer
snelle methode. Zowel handmatig als automatisch
vormt dit een snellere methode dan de conventionele
DNA-isolatiemethoden (4). Een nadeel kan zijn dat
het DNA niet hoogmoleculair is en dat de opbrengst
laag is (2-10 ng/pl) vanwege de kleine hoeveelheid
uitgangsmateriaal (3 ul buffycoat of 10 ul volbloed).
Het bepalen van de concentratie van het DNA met
behulp van een moleculaire gewichtsmarker, is een
globale schatting. Spectrofotometrische bepaling was
niet mogelijk omdat de beads hierbij sterk stoorden,
waardoor ook de zuiverheid niet betrouwbaar bepaald
kon worden. Indien meer dan 3 pl buffycoat werd
gebruikt en meer dan 10 pl volbloed, bleven rode
bloedcellen achter in de uiteindelijk verkregen DNA-
oplossing. Deze rode bloedcellen zouden eventueel
kunnen storen in vervolgreacties. Tevens treedt er bij
gebruik van bovengenoemde hoeveelheden verzadi-
ging op van de dynabeads. In figuur 2A is te zien dat
10 pl buffycoat als uitgangsmateriaal te veel is; hier-
door wordt niet al het vrijgekomen DNA gebonden
aan de beads, waardoor de DNA-opbrengst relatief
minder wordt. In sommige gevallen liet het ver-
zadigde DNA-dynabeads complex zelfs los van de
wand van het epje waardoor het vervolgens verwij-
derd werd tijdens afpipetteren van het supernatant.

In onze experimenten werd gebruik gemaakt van 3 ul
buffycoat en 10 pl volbloed als uitgangsmateriaal,
omdat met deze hoeveelheden goede resultaten ver-
kregen werden voor de bepaling van de C677T-muta-
tie in het MTHFR-gen. Het is overigens mogelijk om
meer uitgangsmateriaal te gebruiken; hiervoor is een
andere kit beschikbaar, de zogenaamde Dynabeads®
DNA Direct™ kit, systeem II (Dynal, ITK Diagnos-
tics, Uithoorn, Nederland). Dit DNA Direct™ sys-
teem II is echter niet geschikt voor volledige automa-
tisering op de Biomek, omdat er onder andere een
centrifugatiestap aan vooraf gaat ter verwijdering van
de rode bloedcellen.
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Om de zuiverheid van het DNA te verbeteren kan
overwogen worden om de wasstappen niet geheel
met de magneet uit te voeren (zie instructies fabri-
kant). Momenteel wordt er gewerkt aan een ver-
nieuwde versie van de magnetische plaat (Dynal,
Oslo, Noorwegen) die zowel aan- als uitgeschakeld
kan worden. Door uitschakelen van de magneet tij-
dens het wassen zal het complex loslaten van de
wand van het epje, waardoor het veel beter gewassen
kan worden, hetgeen leidt tot zuiverder DNA (per-
soonlijke communicatie, Dynal). Door toepassing van
aan- en uitschakelen van de magneet zal de configu-
ratie van de Biomek veranderen. Alle stappen kunnen
plaatsvinden op één positie, hetgeen zal resulteren in
minder pipetteerhandelingen en gebruik van minder
tips. Hierdoor zullen er posities op de Biomek vrij-
komen, die gebruikt kunnen worden voor andere
additionele stappen, zoals het toevoegen van PCR-
reagentia aan het geisoleerde DNA.

Voor bepaling van de C677T-mutatie in het MTHFR-
gen is de in dit artikel beschreven methode uitermate
geschikt. Met de komst van de Biomek™ 2000 werd
het mogelijk om DNA-isolaties uit bloed volledig te
automatiseren. Automatisering brengt een aantal
voordelen met zich mee: de nauwkeurigheid is erg
groot; de kans op pipetteerfouten en/of monster-
verwisseling is minimaal geworden. Daarnaast is er
sprake van enorme tijdwinst; DNA wordt uit 96 mon-
sters geisoleerd in 45 minuten. Als nadeel is te noe-
men de kosten voor aanschaf van de Dynabeads®
DNA Direct™ kit (ongeveer twee keer duurder dan
conventionele DNA-isolatie methoden). Aangezien
volledig geautomatiseerde isolatie van DNA een be-
sparing in de arbeidskosten oplevert, is deze methode
ruim 2 keer goedkoper.

Wanneer DNA in dezelfde ruimte geisoleerd wordt
als waar de PCR’s plaatsvinden, kan er contaminatie
van het DNA optreden. Contaminatie met amplime-
ren (stukjes DNA vermenigvuldigd door PCR) kan
voorkomen worden door DNA te isoleren in een
ruimte waar geen amplimeren voorkomen. Om de
contaminatie-problematiek verder te reduceren kan
men in deze ‘amplimeervrije ruimte’ een overdruk
laten heersen, waardoor er geen lucht van buitenaf
deze ruimte in kan.

In de toekomst zullen er vele andere moleculair gene-
tische bepalingen geautomatiseerd gaan worden (5),
hetgeen zal leiden tot verbeterde mutatie-analyses,
die ook door niet-gespecialiseerde laboratoria uitge-
voerd kunnen worden. Hierbij kan men denken aan
koppeling van de Biomek aan een PCR-apparaat en
vervolgens aan een Capillaire Elektroforese systeem
(CE), waardoor mutatie-analyse volledig geautomati-
seerd kan plaatsvinden. Een andere mogelijkheid is
om ter vervanging van PCR gevolgd door restrictie-
enzymanalyse, gebruik te maken van zogenaamde
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molecular beacons (6,7). Met behulp van deze fluo-
rescerende probes kan mutatiedetectie plaatsvinden in
een geautomatiseerd gesloten systeem. Dit laatste zal
in de nabije toekomst gerealiseerd worden.

De in dit artikel beschreven volledig geautomati-
seerde isolatie van DNA uit bloed is een belangrijke
stap op weg naar ons uiteindelijke doel: volledig
geautomatiseerde DNA-analyse in een gesloten sys-
teem.

We willen Beckman Instruments (Mijdrecht, Nederland) be-
danken voor technische assistentie en ITK Diagnostics (Uit-
hoorn, Nederland) voor technische ondersteuning. Dit werk
werd gefinancieerd door de EU commission demonstration
project contractnumber BMH4-CT95-0505.
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Summary

Isolation of DNA from blood using the automated Biomek™
2000 workstation. Heil SG, Giesendorf BAJ, Trijbels JMF and
Blom HJ. Ned Tijdschr Klin Chem 1998; 23: 58-61.

In this article the automation of DNA-isolation by the use of
the Dynabeads® DNA Direct™ kit and the automated Bio-
mek™ 2000 workstation is described. Combination of these
techniques results in a fast and accurate procedure, that
enables DNA-isolation from 96 blood samples in 45 minutes
without centrifugation. The isolated DNA appears to be suit-
able for the polymerase chain reaction (PCR) followed by
restriction-enzyme analysis. This procedure makes it possible
to realise completely automated DNA-analysis in the near
future.

Key-words: automation; DNA isolation; homocysteine; mag-
netic beads; mutation analysis; methylenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR), robotic workstation.
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