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(57)  Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Durch-
fuhrung einer Polymerase-Kettenreaktion, bei dem eine
Reaktionsflissigkeit zyklisch auf Denaturierungstempe-
ratur, Annealingstemperatur und Elongationstemperatur
gebracht wird, dadurch gekennzeichnet, dass ein Tell
der Reaktionsflissigkeit auf Denaturierungstemperatur
gebracht wird, ein anderer Teil der Reaktionsflissigkeit
auf Annealingstemperatur gebracht wird und die beiden

Teile der Reaktionsflussigkeiten zwecks Temperaturver-
anderung gemischt werden.

Die Erfindung betrifft ferner eine Kammer zur Durch-
fihrung des Verfahrens, die einen ersten und zweiten
Bereich umfasst, wobei der erste Bereich miteinem Heiz-
mittel der Kammer erwarmt und der zweite Bereich mit
einem KihImittel der Kammer zeitgleich gekihlt werden
kann.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Durchfiihrung einer Polymerase-Kettenreaktion,
die abgekirzt als PCR bezeichnet wird. Eine PCR dient der Vervielfaltigung der Erbsubstanz DNA unter Verwendung
des Enzyms DNA-Polymerase. Genauer gesagt kann mittels PCR nur ein kurzer, genau definierter Teil eines DNA-
Strangs vervielfaltigt werden. Bei der PCR dienen die Produkte vorheriger Zyklen als Ausgangsstoffe fir den nachsten
Zyklus. Es wird so eine exponentielle Vervielfaltigung erreicht. Ein PCR-Prozess umfasst beispielsweise 12-50 Zyklen.
[0002] Ein Zyklus einer PCR beginnt mit einer Denaturierung. Die Reaktionsfliissigkeit mit der darin befindlichen
doppelstrangigen DNA wird auf typischerweise 94-96 °C erhitzt, um die Strange der DNA zu trennen. Anschlief3end wird
die Reaktionsfliissigkeit mit den getrennten DNA-Strangen auf wenige Grad unter dem Schmelzpunkt der eingesetzten
Primer abgekiihlt, damit eine Primerhybridisierung erfolgt. Diese Temperatur liegt typischerweise bei 55-65 °C, Wahrend
der Primerhybridisierung wird die Temperatur von 55-65 °C ca. 30 Sekunden lang gehalten, um eine spezifische Anla-
gerung der Primer an die DNA zu erméglichen. AbschlieRend wird die Reaktionsflissigkeit auf eine Temperatur von
typischerweise 68-72°C fiir etwa 30 Sekunden je 500 Basenpaare wieder erwarmt. Die genaue Temperatur hangt vom
Arbeitsoptimum der verwendeten DNA-Polymerase ab. Dieser letzte Schritt eines Zyklus wird Elongation oder Amplifi-
kation genannt. Dabei flillt die DNA-Polymerase die fehlenden Strange mit freien Nukleotiden auf.

[0003] Aus der Druckschrift EP 0606961 B1 ist eine Vorrichtung zum schnellen Aufheizen und Abkiihlen eines Re-
aktionsgefalles auf verschiedene Temperaturen zur Durchfiihrung einer Polymerase-Kettenreaktion bekannt. Die Vor-
richtung umfasst zwei Flachen fur den Kontakt mit dem Reaktionsgefal3, das dazwischen eingeschlossen ist. Eine Flache
dient als Heizung. Ein Hohlraum der Vorrichtung dient der Kuihlung, indem Kuhlluft in den Hohlraum eingeleitet wird.
Dariiber hinaus umfasst die Vorrichtung Sensoren, mit denen die jeweils gewiinschte Temperatur gemessen und ge-
steuert wird. Nachteilhaft muss stets die gesamte Einrichtung gekuhlt und anschlielRend wieder erwdrmt werden, um
die Temperaturwechsel zu bewirken. Es muss daher relativ viel Energie aufgewendet werden und die jeweils gewlinsch-
ten Temperaturen der Reaktionsflissigkeit werden relativ langsam erreicht.

[0004] Die Druckschrift EP 0 402 995 B1 offenbart eine Vorrichtung zum Beaufschlagen eines Reaktionsgefales mit
mindestens zwei Temperaturwechseln. Die Vorrichtung weist Heizelemente zum Erwarmen mindestens einer Seiten-
wand eines ausgewahlten Kammerabschnitts des ReaktionsgeféaRes sowie Bewegungsmittel auf, die das Reaktions-
gefal und die Heizelemente entlang einer vorgegebenen Bahn relativ zueinander bewegen. Die Vorrichtung umfasst
weiter Kiihlelemente, die Kuhlflissigkeit Gber die Heizelemente férdern, um diese in sich wiederholenden Zeitabstédnden
direkt abzukihlen, und die gemeinsam mit den Heizelementen bewegbar sind.

[0005] Aus der Druckschrift US 2003/00361 89 A1 ist ein Thermocyler fiir die Durchfihrung einer PCR bekannt, der
ein Reaktionsgefal® mit besonders groer, der Warmeulbertragung dienenden Oberflache umfasst, um so vor allem
schnell kiihlen zu kdnnen.

[0006] Die Durchfiihrung einer PCR in einem mikrofluidischen System geht aus der US 6,171,850 B1 hervor.
[0007] Beim genannten Stand der Technik wird der gewtinschte Temperaturwechsel allein durch Heizen oder Kiihlen
mit Hilfe von daflir vorgesehenen Heiz- oder Kiihlelementen herbeigefiihrt. Erhitzt wird beim Stand der Technik bei-
spielsweise mit Peltierelementen, Infrarotstrahlung oder einem heiflen Fluid per Warmeaustausch. Gekihlt wird bei-
spielsweise mit einem kalten Fluid Gber Warmeaustausch oder aber mit Hilfe von Peltierelementen. Fiir ein schnelles
Andern einer Temperatur wird relativ viel Energie benétigt, Ein Betrieb ohne externe Stromversorgung erfordert dann
sehr leistungsfahige Batterien. Auch dauert es relativ lange, um den gewlinschten Temperaturwechsel zu bewirken,
wenn das Volumen der Reaktionsflissigkeit mehr als einige wenige 1 00 wl betrégt,

[0008] Es ist aus "Kopp MU, Mello AJ, Manz A., Chemical amplification: continousflow PCR on a chip, Sience, 1998
May 15; 280(5366):1046-8" bekannt, eine Reaktionsfliissigkeit fiir die Durchfiihrung einer PCR durch ein mikrofluidisches
System mit unterschiedlich temperierten Kammern zu pumpen. Zunachst gelangt die Reaktionsfliissigkeit in eine erste
Kammer, die so stark erwarmt wird, dass die Reaktionsfliissigkeit die fiir die Denaturierung erforderliche Temperatur
erreicht, die nachfolgend auch Denaturierungstemperatur genannt wird. AnschlieRend wird die Reaktionsflissigkeit in
eine nachste Kammer gepumpt, die so gekuhlt wird, dass in dieser Kammer die Reaktionsflissigkeit auf Annealing-
stemperatur gebracht wird, d. h. auf die Temperatur, die fiir die Primerhybridisierung benétigt wird. Eine dritte nachfol-
gende Kammer ist so temperiert, dass die Reaktionsflissigkeit von der Annealingstemperatur auf die Temperatur erwarmt
wird, die fur die Amplifikation bzw, Elongation erforderlich ist, nachfolgend auch Elongationstemperatur genannt, Bei
diesem Verfahren gelingt es, auf energetisch giinstige Weise schnell die erforderlichen Temperaturen zu erreichen.
Allerdings kénnen nur kleine Flissigkeitsvolumina eingesetzt werden. Es muss sehr exakt gepumpt werden, um so
sicherzustellen, dass sich die Reaktionsflissigkeit im jeweils gewlinschten Bereich befindet. Ferner werden drei Kam-
mern nebst Verbindungsleitungen bendtigt, um die PCR durchfiihren zu kénnen.

[0009] Aus der Druckschrift WO 03/007677 A2 ist bekannt, gemaR dem eine PCR-Kammer zwischen unterschiedlich
beheizten Zonen zu verfahren, um so eine gewlinschte Temperatur in einer Kammer einstellen zu kénnen. Das hieraus
bekannte Verfahren kann mit einem vergleichsweise niedrigen Energiebedarf durchgefiihrt werden, da neben der Re-
aktionsflussigkeit nur noch die Wande der Kammer aufgeheizt und gekuhlt werden missen. Allerdings dient das Auf-
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heizen und Kihlen der Wande nicht dem Erreichen des gewlinschten Ergebnisses und ist lediglich aus technischen
Grunden erforderlich, um das Verfahren durchfihren zu kdnnen, Hinzu kommt, dass der Platzbedarf relativ grof3 ist.
[0010] Es ist Aufgabe der Erfindung, eine PCR energetisch giinstig, schnell und einfach durchfiihren zu kénnen.
[0011] Zur L6sung der Aufgabe wird eine erforderliche Temperatur einer Reaktionsflissigkeit durch Mischen mit einer
zweiten Flussigkeit eingestellt, deren Temperatur sich geeignet von der Temperatur der Reaktionsfllssigkeit unterschei-
det, Die zweite Flussigkeit kann ebenfalls eine Reaktionsflissigkeit sein. Da eine gewlinschte Temperatur einer Reak-
tionsflissigkeit durch Mischen von zwei zuvor unterschiedlich temperierten Flissigkeiten erhalten wird, ist es nicht
erforderlich, zusatzlich eine Reaktionskammer zu heizen oder zu kuhlen, was energetisch aufwandig und zu grof3en
zeitlichen Verzdgerungen fiihren wiirde. Fir die Durchfihrung des Verfahrens werden nur eine geeignet temperierbare
Kammer sowie Mittel fir das Mischen bendétigt. Der Aufbau kann entsprechend einfach und kostengunstig sein.
[0012] Zur Losung dieser Aufgabe wird in einer Ausfiihrungsform der Erfindung im Rahmen der Durchfiihrung einer
PCR Reaktionsflissigkeit, die zuvor auf Denaturierungstemperatur gebracht worden ist und deren Temperatur daher
oberhalb der Temperatur liegt, die fiir die Amplifikation bzw. Elongation erforderlich ist, mit Reaktionsfliissigkeit gemischt,
die zuvor auf Annealingstemperatur gebracht worden ist und deren Temperatur daher unterhalb der Temperatur liegt,
die fur die Amplifikation erforderlich ist. Es wird so erreicht, dass der Teil der Reaktionsflissigkeit, der von der An-
nealingstemperatur auf die Elongationstemperatur zu bringen ist, durch das Mischen sehr schnell in gewlinschter Weise
erwarmt wird. Da fir das Erwarmen Reaktionsflissigkeit eingesetzt wird, die ohnehin gekiihlt werden muss, wird das
gewtnschte Ergebnis auf energetisch glinstige Weise erreicht. Es kénnen gréRere Mengen an Flissigkeit in gewlinschter
Weise schnell und einfach in gewlinschter Weise temperiert werden,

[0013] Die Temperatur einer Reaktionskammer nebst weiteren daran beteiligten Einrichtungen muss nicht wahrend
der Temperaturanderungen der Flissigkeiten ebenfalls entsprechend aktiv gedndert werden. Hierdurch wird vor allem
Energie eingespart, was beispielsweise fur Batterie betriebene Vorrichtungen wichtig ist. Eine Vorrichtung zur Durch-
fuhrung des Verfahrens eignet sich daher insbesondere fir den mobilen Einsatz, welche durch eine interne Energie-
versorgung wie Batterie, Brennstoffzelle und/ oder durch Solorzellen mit Energie versorgt wird.

[0014] In einer Ausflihrungsform der Erfindung wird das Verhaltnis zwischen den beiden Fllssigkeitsvolumina der zu
mischenden Reaktionsfliissigkeiten bzw. Fliissigkeiten so gewabhlt, dass durch das Mischen der warmeren (Reaktions-)
flissigkeit mit der kiihleren (Reaktions-)flissigkeit die Elongationstemperatur weder unterschritten noch iberschritten
werden kann. Es muss also nicht zusatzlich temperiert werden, um die gewlinschte Elongationstemperatur zu erreichen.
[0015] In einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung wird die PCR in einer Kammer durchgefiihrt, die einen ersten
und einen davon raumlich anderen zweiten Bereich umfasst. Der erste Bereich dieser Kammer wird so beheizt, dass
eine in diesem Bereich befindliche Reaktionsflissigkeit auf Denaturierungstemperatur erwadrmt werden kann. Der zweite
Bereich wird so gekihlt, dass eine in diesem zweiten Bereich befindliche Reaktionsflissigkeit auf Annealingstemperatur
abgekuhlt werden kann. Der erste Bereich ist vom zweiten Bereich rdaumlich getrennt. Bei dieser Ausfiihrungsform der
Erfindung wird der Teil der Reaktionsflissigkeit, der sich im ersten Bereich befindet, auf Denaturierungstemperatur
erwarmt und gehalten, bis in diesem Teil der Reaktionsflissigkeit die vorhandenen Doppelstrange einer DNA im ge-
wiinschten Umfang getrennt worden sind. Im zweiten Bereich der Kammer wird die dort befindliche Reaktionsflissigkeit
auf Annealingstemperatur abgekihlt und gehalten, bis im gewilinschten Umfang die Primerhybridisierung erfolgt ist,
AnschlieBend werden die beiden Teile der Reaktionsflissigkeit mit Hilfe eines Riihrelements gemischt, um so die Elon-
gationstemperatur zu erreichen.

[0016] Zwar wird durch dieses Verfahren die Effizienz eines Zyklus im Vergleich zum Stand der Technik reduziert,
bei dem stets das gesamte Reaktionsvolumen nacheinander die drei Schritte eines Zyklus durchlaufen. Wie Versuche
gezeigt haben, kann dies dadurch kompensiert werden, indem mehr Zyklen durchlaufen werden. Der Geschwindigkeits-
vorteil des erfindungsgemaRen Verfahrens ist so grof3, dass das gewtlinschte Endergebnis trotz einer gréReren Anzahl
an Zyklen dennoch in kiirzerer Zeit im Vergleich zu klassischen PCR-Verfahren erhalten wird. Versuche haben insbe-
sondere auch ergeben, dass es sich nicht nachteilhaft auswirkt, wenn ein Teil der Reaktionsfllssigkeit im Anschluss an
die Denaturierung nicht wie beim Stand der Technik sofort auf die Annealingstemperatur abgekuhlt wird, sondern zu-
nachst auf Elongationstemperatur gebracht und gehalten wird.

[0017] In einer Ausflhrungsform der Erfindung ist die Kammer, in der die PCR anspruchsgemaf durchgefiihrt wird,
flach ausgestaltet. Eine Kammer ist flach ausgestaltet, wenn die Breite und/ oder Tiefe der Kammer die Hohe der Kammer
um ein Mehrfaches Ubersteigt. Es stehen so einerseits groRe Warmedibertragungsflachen bereit, um den ersten Bereich
zu erwarmen und den zweiten Bereich zu kihlen. Andererseits gelingt es so, die in beiden Bereichen befindlichen
Flussigkeiten hinreichend wahrend des Erwarmens bzw. Kiihlens voneinander getrennt zu halten.

[0018] Um die gewiinschte rdumliche Trennung von Teilen der Reaktionsflissigkeiten wahrend des Erwarmens bzw.
Kihlens verbessert aufrecht zu erhalten, wird in einer Ausfihrungsform der Erfindung ein Riihrelement so positioniert,
dass das Rihrelement zur rdumlichen Trennung beitrégt. Befindet sich beispielsweise der erste Bereich in einer linken
Kommerhalfte und der zweite Bereich in einer rechten Kammerhalfte, so wird das Rihrelement so platziert und ausge-
richtet, dass es die linke Kommerhalfte von der rechten trennt, wenn Reaktionsfllssigkeit gekihlt bzw, erwarmt werden
soll, Das Riihrelement erstreckt sich dann entlang der Grenze zwischen erstem und zweitem Kammerbereich und trennt
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so raumlich die beiden Teile der Reaktionsfilssigkeit.

[0019] Das Ruhrelement kann zum Beispiel Teil eines Magnetriihrers oder aber mit einer in die Kammer hineinrei-
chende Welle verbunden sein. Handelt es sich um einen Magnetriihrer, so gelingt die gewiinschte Ausrichtung bei-
spielsweise mittels eines geeignet ausgerichteten Magnetfeldes.

[0020] In einer Ausflihrungsform der Erfindung kénnen die beiden Bereiche der Kammer durch ein Trennmittel von-
einander getrennt werden, um so einen Teil der Reaktionsfllssigkeit in der ersten Kammer heizen zu kénnen, ohne
dass sich dieser Teil der Flissigkeit mit dem zweiten Teil der Reaktionsflissigkeit vermischen kann, der wahrenddessen
gekuhlt wird. Ein solches Trennmittel kann Pressmittel umfassen, die den Grenzbereich zwischen erstem und zweitem
Bereich zusammenpressen und so die beiden Bereiche gegeneinander abdichten.

[0021] Ineiner Ausflihrungsform der Erfindung besteht die Hille der Kammer aus verformbaren Material. Das Mischen
wird bewirkt, in dem Teile der Kammer zusammengedriickt und anschlieRend wieder entspannt werden.

[0022] Die zu kiihlenden bzw. zu heizenden Wande der Kammer bestehen vorzugsweise aus einem Material, welches
Warme gut zu leitenden vermag im Vergleich zu einem bandférmig verlaufenden Wandbereich, der zwischen dem zu
heizenden und dem zu kiihlenden Bereich liegt. Diese Ausfihrungsform einer Kammer trégt weiter dazu bei, dass das
Verfahren energetisch glinstig durchgefiihrt werden kann.

[0023] Die Energieversorgung erfolgt insbesondere mittels einer Batterie, einer Solarzelle und/ oder einer Brennstoff-
zelle, also allgemein durch eine interne Energieversorgung, damit das Verfahren mobil unabhéngig von einer externen
Energieversorgung durchgefiihrt werden kann. Gerade bei einer internen Energieversorgung kommt es darauf, méglichst
wenig Energie zu verbrauchen.

[0024] Um eine PCR durchfiihren zu kénnen, umfasst die in der Kammer befindliche Reaktionsfliissigkeit hitzestabile
Polymerase, Nukleoditde, Primer, Salz und pH-Puffer sowie Templat-Nukleinsdure RNA oder DNA.

[0025] Es ist grundsatzlich auch mdéglich, dass eine weitere Flissigkeit, die keine Reaktionsflissigkeit ist, eingesetzt
wird, um durch Mischen die gewiinschten Temperaturen schnell zu erreichen. Grundsatzlich ist es mdglich, die vorge-
nannten vorteilhaften Ausfihrungsformen auf diesen Fall entsprechend zu lbertragen, Im Unterschied zu dem Fall,
dass ausschlieBllich Reaktionsflissigkeit eingesetzt wird, ist es dann aber nicht erforderlich, die weitere Flissigkeit exakt
auf Denaturierungstemperatur zu erwarmen oder aber exakt auf Annealingstemperatur zu kiihlen. Statt dessen kann
die kiihlere oder warmere Temperatur so gewahlt werden, dass das Verfahren optimiert durchgefiihrt werden kann. In
Betracht kommen vor allem Flissigkeiten wie Ol oder fliissiges Metall, Geeignete Ole sind im Bereich der Mineraléle
(Typenbezeichung "PCR-grade") und Silicondle (Typenbezeichung DC200) zu finden. An Flissigmetallen sind die Pro-
dukte der Firma Coollaboratory (Ebendorf; Deutschland) geeignet. So kann beispielsweise eine RealTime PCR unter

Anwesenheit von ca. 10 mg "Coollaboratory Liquid MetalPad for PSB€

reich durchgefiihrt werden.

[0026] Die Ole bzw. Metalle bilden in der PCR Reaktion eine zweite Phase, die einerseits leicht von der Reaktions-
flissigkeit getrennt werden kénnen und andererseits die PCR nicht gefahrden. Bei dieser Ausfiihrungsform schwimmt
beispielsweise ein Ol zunéchst auf der Reaktionsfliissigkeit und wird zusammen mit einem dafiir geeigneten Bereich
der Reaktionskammer auf eine geeignete Temperatur erhitzt. Zeitgleich wird die Reaktionsfllissigkeit in einem unteren
Kammerbereich gekuhlt und auf Annealingstemperatur gebracht. Um zu gegebener Zeit die Elongationstemperatur zu
erreichen, wird das Ol mit der Reaktionsfliissigkeit gemischt. Soll im Anschluss daran die Reaktionsfliissigkeit auf De-
naturierungstemperatur gebracht werden, so wird beispielsweise die Kammer so um 180° gedreht, dass der beheizte
Bereich der Kammer sich dann unten befindet und der gekiihlte Bereich oben. Wird das Mischen gestoppt, so gelangt
das Ol aufgrund der Schwerkraft in den gekiihiten Kammerbereich der Reaktionskammer. Die Reaktionsfliissigkeit
gelangt dann in den Bereich der Kammer, der erhitzt wird. Die Reaktionsfliissigkeit wird so auf die Denaturierungstem-
peratur gebracht und das Ol auf eine geeignet tiefe Temperatur, um so die Reaktionsfliissigkeit zu gegebener Zeit durch
Mischen wieder rasch und auf energetisch glinstige Weise abkulhlen zu kénnen.

[0027] Wird fliissiges Metall anstelle eines Ols eingesetzt, so schwimmt die Reaktionsfliissigkeit auf dem fliissigen
Metall, wenn nicht gemischt wird. Im Prinzip kann daher das gleiche Verfahren durchgefiihrt werden, wie zuvor am
Beispiel des Ols beschrieben worden ist.

[0028] Wird eine FlUssigkeit eingesetzt, die keine Reaktionsflissigkeit ist, so kommt es bei den zuvor beschriebenen
Verfahren also darauf an, dass sich diese Flissigkeit von der Reaktionsfllssigkeit trennen lasst, was insbesondere dann
leicht mdglich ist, wenn die Trennung aufgrund der Schwerkraft zwangslaufig einsetzt, sobald nicht aktiv zum Beispiel
durch Rihren mit einem Rihrelement gemischt wird.

[0029] Es ist auch mdglich, dass insgesamt drei verschiedene Flissigkeiten eingesetzt werden, so zum Beispiel ein
Fliissigmetall, eine Reaktionsfliissigkeit sowie ein Ol. Es ist zweckmaRig, das Ol in einem oberen Bereich der Kammer
zu erwarmen und das Flussigmetall in einem unteren Bereich dann zu kiihlen. Grundséatzlich ist es aber auch nicht
ausgeschlossen, dass der obere Bereich gekiihlt und der untere erwadrmt wird. Die dazwischen befindliche Reaktions-
flissigkeit wird mit der erwarmten Flissigkeit gemischt, wenn die Temperatur der Reaktionsflissigkeit geeignet erhéht

" oder 50 mg "Coollaboratory Liquid Pro" erfolg-
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werden soll. Die dazwischen befindliche Reaktionsflissigkeit wird mit der gekihlten Flissigkeit gemischt, wenn die
Temperatur der Reaktionsflissigkeit geeignet herabgesetzt werden soll.

[0030] Nachfolgend wird die Erfindung anhand eines Ausflihrungsbeispiels naher erlautert.

[0031] Figur 1 zeigt eine Aufsicht auf eine flach ausgestaltete Kammer 1, in der eine PCR durchgefiihrt wird. Die
Kammer 1 weist eine kreisrunde Grundflache auf, deren Durchmesser um ein Mehrfaches groRer ist als die Hohe der
Kammer. Eine links gezeigte Halfte 1a der Kammer ist mit nicht dargestellten Heizmitteln versehen, um diesen linken
Kammerbereich 1a beheizen zu kdnnen. Eine rechts gezeigte Kommerhalfte 1b ist mit Kihimitteln versehen, die die
rechte Kammerhalfte 1 b zu kihlen vermdgen, In der Kammer 1 befindet sich ein Ruhrstab 2 eines Magnetrihrers, In
der Grundstellung trennt dieser die linke Kammerhalfte 1a von der rechten Kammerhalfte 1b. Als Heiz- und Kihimittel
eignen sich die bekannten, beispielsweise eingangs genannten Mittel fir diese und fiir andere Ausfihrungsformen der
Erfindung.

[0032] Figur2a zeigt einen seitlichen Schnitt eines weiteren Ausfiihrungsbeispiels einer erfindungsgemalen Kammer,
In Figur 2b wird eine zugehdrige Aufsicht gezeigt. Die links gezeigte Kommerhalfte kann mit einem ersten Peltierelement
3 beheizt werden. Die rechts gezeigte Kommerhalfte kann mit einem zweiten Peltierelement 4 gekihlt werden.

[0033] Die Hohe der Kammer mit quadratischer Grundflache betragt 1 mm. Breite und Lange bzw. Tiefe der Kammer
betragen 10 mm. Das Kammervolumen liegt bei ca. 100 wl. In der Kammer 1 befindet sich wiederum ein Rihrstab 2
eines Magnetruhrers.

[0034] Im Rahmen eines Ausfiihrungsbeispiels wurde eine quantitative Real Time PCR mit genomischer DNA das
Bakteriums Escherichia coli untersucht.

[0035] Folgende PCR-Primer wurden eingesetzt:

EFwd: CGATGATGCTACCCCTGAAAAACT
ERev: TATTGTCGCTTGAACTGATTTCCTC
EPro: "6-Fam"-CGTTGTTAAGTCAATGGAAAACCTG- BHQ1

[0036] Die gPCR wurde jeweils mit einer Standard-Verdiinnungsreihe genomischer DNA von E. coli angesetzt. Pro
25ul PCR Endvolumenwurden 20 ng/2 ng/0,2ng /0,02 ng von genomischer Escherichia coliDNA, also unterschiedliche
Mengenfiir Eichmessungen eingesetzt. Dazu wurden in ein PCR Tube 1 2,5 pl QIAGEN QuantiTect Probe PCR Mas-
termix, 0,1 wl EFwd (5 pmol/wl); 0,1 wl ERev (5 pmol/ul); 0,05 pl EPro(5 pmol/ul), 10,25 i bidestilliertes Wasser und
2 wl E.coli Standard-Verdiinnungslésung gestartet. Die Zyklus-Bedingungen sind in der nachfolgenden Tabelle darge-
stellt.

3-Step-Cycling  4-Step-Cycling

Taq Activierung 3min 95°C 3 min 95°C
4sec 95°C 4 sec 95°C

40 cycles 4sec 56°C 4 sec 72°C
8sec 72°C 4sec4sec 56°C72°C

Final Elongation | 1min 72°C 1 min 72°C

Hold infinite oo 4°C oo 4°C

[0037] Die Auswertung der gPCR zeigt, dass auch unter den ungewdhnlichen 4-Schritt Cycling Bedingungen erfolg-
reich eine PCR durchzuflihren ist. Die Standards im Amplification Plot (Fig. 3) bzw. in der Auswertungsgrafik (Fig. 4)
unterscheiden sich nicht signifikant von einander.

[0038] Da wahrend der PCR ein Bereich der Kammer konstant erhitzt wird und ein anderer Bereich der Kammer
konstant gekuhlt wird, wird relativ wenig Energie benétigt, um die PCR durchzufuhren. Der Aufbau der Kammer nebst
zugehdrigen Einrichtungen ist einfach und daher preiswert. Der einfache Aufbau ermdglicht eine kleine Bauform der
Gesamtvorrichtung, mit der das Verfahren durchgefiihrt wird.

[0039] Eine Simulation hat ergeben, dass das Verfahren selbst dann vergleichsweise schnell durchgefiihrt werden
kann, wenn als Flussigkeit ausschlieRlich Reaktionsfliissigkeit eingesetzt wird, Es ergeben sich also auch Geschwin-
digkeitsvorteile, was wiederum den Energieverbrauch auch aus diesem Grund zu senken vermag.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Durchfiihrung einer Polymerase-Kettenreaktion, bei dem eine Reaktionsflissigkeit zyklisch auf De-
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naturierungstemperatur, Annealingstemperatur und Elongationstemperatur gebracht wird, dadurch gekennzeich-
net, dass eine Temperatur der Reaktionsflissigkeit durch Mischen mit einer warmeren oder kiihleren Flissigkeit
geandert wird.

Verfahren zur Durchfiihrung einer Polymerase-Kettenreaktion nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
ein Teil der Reaktionsflissigkeit auf Denaturierungstemperatur gebracht wird, ein anderer Teil der Reaktionsflls-
sigkeit auf Annealingstemperatur gebracht wird und die beiden Teile der Reaktionsflissigkeiten zwecks Tempera-
turveranderung gemischt werden.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das Verhaltnis zwischen den beiden Flissig-
keitsvolumina des ersten und zweiten Teils der zu mischenden Flissigkeiten so eingestellt wird, dass durch das
Mischen der warmeren Flissigkeit mit der kiihleren Flissigkeit die Elongationstemperatur erhalten wird.

Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass der erste Teil der Reaktionsfliissigkeit in einem
ersten Bereich einer Kammer auf Denaturierungstemperatur erwarmt wird, der zweite Teil der Reaktionsflissigkeit
in einem zweiten Bereich der Kammer auf Annealingstemperatur gekuhlt wird und anschlieRend mit Hilfe eines in
der Kammer befindlichen Riihrelements die unterschiedlich temperierten Teile der Reaktionsflissigkeiten gemischt
werden.

Verfahren nach einem der drei vorhergehenden Anspriiche, bei dem im Anschluss an das Mischen wieder ein Teil
der Reaktionsfliissigkeit auf Denaturierungstemperatur und ein anderer Teil der Reaktionsflissigkeit wieder auf
Annealingstemperatur gebracht wird und zwar insbesondere in einem ersten und einem zweiten Bereich einer
Kammer.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem die Reaktionsfliissigkeitin einer flach ausgestalteten
Kammer zyklisch auf Denaturierungstemperatur, Annealingstemperatur und Elongationstemperatur gebracht wird.

Verfahren nach einem der fiinf vorhergehenden Anspriiche, bei dem ein Rihrelement die zwei Teile der Reakti-
onsflissigkeit voneinander trennt, wenn diese auf Denaturierungstemperatur bzw. Annealingstemperatur gebracht
werden.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem die Hohe der Kammer maximal 2 mm, vorzugsweise
maximal 1 mm betragt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem die Breite, Tiefe oder Durchmesser der Kammer
wenigstens 5 mm, vorzugsweise wenigstens 10 mm betragt.

Kammer zur Durchflihrung eines Verfahrens nach einem der vorhergehenden Anspriiche, die einen ersten und
zweiten Bereich umfasst, wobei der erste Bereich der Kammer mit einem Heizmittel versehen ist und der zweite
Bereich mit einem Kiihimittel.

Kammer nach dem vorhergehenden Anspruch mit Mitteln fiir das Mischen einer in der Kammer befindlichen Flis-
sigkeit.

Kammer nach einem der beiden vorhergehenden Anspriiche mit einer in der Kammer befindlichen Reaktionsflis-
sigkeit, die Polymerase, Nukleoditde, Primer, Salz und pH Puffer sowie Templat-Nukleinsdure RNA oder DNA
umfasst,

Kammer nach einem der drei vorhergehenden Anspriiche mit einem bandférmigen Wandbereich, der aus einem
Material besteht, dessen Warmeleitfahigkeit gering ist im Vergleich zu dem Material von angrenzenden Wandbe-
reichen der Kammer, wobei sich der bandférmige Wandbereich zwischen dem ersten und zweiten Bereich der
Kammer befindet.

Kammer nach einem der vier vorhergehenden Anspriiche mit Mitteln zur Ausrichtung des Rihrelements derart,
dass im ausgerichteten Zustand das Ruhrelement den ersten Kammerbereich vom zweiten Kammerbereich trennt.

Vorrichtung umfassend eine Kammer nach einem der flinf vorhergehenden Anspriiche mit einer internen Energie-
versorgung fur die Durchflihrung einer PCR,
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