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Beschreibung
Stand der Technik

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Lyse von
Zellen und PCR-Amplifikation der DNA der Zellen.
[0002] In der Diagnostik von Infektionskrankheiten ge-
winnt der Nachweis von Antibiotika-Resistenzen auf-
grund zunehmender Verbreitung dieser Resistenzen ei-
ne immer gréRere Bedeutung. Methicillin-resistant Sta-
phylococcus aureus (MRSA), Lungenentziindung
(Pneumonie), Sepsis, Tuberkulose, und Fluorchinolon-
resistenz bei Escherichia coli seien als einige Beispiele
genannt. In der herkdbmmlichen Diagnostik werden diese
Resistenzen meist zellkulturbasiert ermittelt. Die zellkul-
turbasierte Resistenzbestimmung ist jedoch ein relativ
langwieriges Verfahren, dafir die Kultur und Auswertung
2-3 Tage angesetzt werden missen. Mittels DNA-Ana-
lyse der Bakterien-DNA lassen sich Resistenzen deutlich
schneller bestimmen. Dabei muss jedoch die DNA der
Zellen amplifiziert, d.h. vermehrt werden.

[0003] Die Polymerase-Chain-Reaction (PCR, Poly-
merase-Kettenreaktion) wurde Mitte der 80-er Jahre ent-
deckt und wird fuir die DNA-Amplifizierung heute flachen-
deckend in Diagnostik, Forschung und Forensik einge-
setzt. Dabei wird eine temperaturstabile DNA-Polymera-
se zu der zu amplifizierenden DNA zugegeben und ein
Temperaturzyklus bestehend aus

- Denaturierung, d.h. Aufspaltung DNA in Einzelstran-
ge, bei ca. 95 °C;

- Primeranlagerung bei ca. 55 °C; und

- Elongation. d.h. Synthese der neuen DNA, bei ca.
72 °C;

mehrfach - bis zu 40 x - wiederholt, wobei sich bei jedem
Zyklus die DNA-Menge verdoppelt. Fir die Verzehnfa-
chung der DNA-Menge sind also im Schnitt 3,3 Zyklen
notwendig. Generell wird dazu das DNA-haltige Material
vor der PCR aufgereinigt, wobei nach einem Assay-Ab-
lauf-Protokoll vorgegangen wird.

[0004] BeiGram-negativen Zellen funktioniert die PCR
auch wenn nach einem verldngerten ersten Hochtempe-
raturschritt direkt ohne Reinigung Zellmaterial eingesetzt
wird, da bei Temperaturen nahe dem Siedepunkt die Zel-
len zerstdrt werden und DNA freigesetzt wird. Dies funk-
tioniert jedoch nicht bei Gram-positiven Zellen, die eine
besonders widerstandsfahige Zellmembran besitzen.
Gram-positive Bakterien sterben zwar bei dieser Erhit-
zung ab, die in ihnen enthaltene DNA kann jedoch die
Bakterienhiille nicht verlassen und entsprechend nicht
vervielfaltigt werden.

[0005] Firdie Lyse Gram-positiver Zellen werden der-
zeit verschiedene Verfahren eingesetzt, darunter Enzy-
matische Lyse, Ultraschall-Lyse und Elektroporation. Ei-
ne Photolyse mit einem Laser beschreibtdie EP 4342914
A1. Dort wird zunachst eine Zellen enthaltende Lésung
auf einen Metalloxid-Trager gegeben, wobei das Metall-
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oxid Zellen bindet. AnschlieRend wird das Metalloxid mit
dem Laser bestrahlt, wobei die Zellwénde zerstort und
DNA frei gesetzt werden. AnschlieRend werden in einem
Aufreinigungsschritt nicht gebundene Zellbestandteile
ausgewaschen. Diese Verfahren erfordern einen hohen
Aufwand und eine schwierige Handhabung bevor die
PCR beginnen kann.

[0006] EP 1797956 A1 zeigt eine Mikrofluidik-Vorrich-
tung fur die Konzentration und die Lyse von Zellen oder
Viren und ein zugehdriges Verfahren, wobei die Mikro-
fluidik-Vorrichtung umfasst: eine Reaktionskammer, in
welcher magnetische Kiigelchen aufgenommen werden
konnen, aufweisend eine Vielzahl von Elektroden 20, 20’
zum Erzeugen eines nicht-gleichférmigen elektrischen
Feldes, ein schwingendes Teil zum Bewegen der mag-
netischen Kugelchen in der Kammer, und eine Laser-
quelle zum Aussenden eines Laserstrahls auf die mag-
netischen Kiigelchen in der Reaktionskammer.

[0007] Dhawan M. D. et Al. "Development of a laser-
induced cell lysis system", Analytical and Bioanalytical
Chemistry, Bd. 374, Nr. 3, Seiten 421-426 offenbart eine
Zelllyse, welche auf einer laserinduzierten Zerstérung
von Bakterien- und Hefe-Zellen basiert. Das Aufbrechen
der Zellen erfolgt hierbei durch das gezielte Erwarmen
des Wassers in der Zelle durch den Einsatz eines 100
mW Lasers. Die eingesetzten Wellenlangen reichten von
500 nm bis 1550 nm, mit optimaler Wellenldngen
zwischen 1250 nm und 1550 nm.

[0008] US 2003/096429 A1 zeigt ein Verfahren zur Be-
stimmung von Laserparametern zur ZellLyse, mit dem
Aussetzen der Zellen aus einer Teilprobe von einer Pro-
be dem Laserlicht. Mindestens ein Parameter des Lasers
wird variiert und eine Beschadigung intrazellularer Mo-
lekiile der Teilproben der Probe bei den derart unter-
schiedlichen Parametern wird gemessen. Mindestens ei-
ner der Parameter wird auf der Basis der gemessenen
Schaden bestimmt.

[0009] Rau Kaustubh et. Al. "Pulsed laser microbeam-
induced cell lysis: Time resolved imaging and analysis
of hydrodynamic effects"), BIOPHYSICAL JOURNAL,
BIOPHYSICAL SOCIETY, US, Bd. 91, Nr. 1, 1. Juli 2006
(2006-07-01), Seiten 317-329, offenbart die Lyse von
Zellen, mit dem Aufbrechen der Zellwand durch eine Be-
strahlung der Zellen mittels Laser zum Erzeugen von
Kavitationsblasen.

[0010] T. Baier et al. "Hands-free sample preparation
platform for nucleic acid analysis", LAB ON A CHIP, Bd.
9, Nr. 23, 1. Januar 2009 (2009-01-01), Seite 3399, zeigt
ein Lab-On-Chip System fiir eine automatische Extrak-
tion einer Nukleinsaure aus menschlichen Zellproben in
einer Methanol-basierten Lésung.

[0011] US 2008/171366 A1 offenbart ein Verfahren
und Vorrichtung zum Aufbrechen von Zellen und Ampli-
fizieren von Nukleinsduren unter Verwendung von Na-
nostdbchen aus Gold, welche mit einem Laser bestrahlt
werden, um die Zellen aufzubrechen.
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Offenbarung der Erfindung
Vorteile der Erfindung

[0012] Mit dem erfindungsgeméafen Verfahren lassen
sich mit im Vergleich zum Stand der Technik geringem
Aufwand Zellen, insbesondere Bakterien, Pilze, Viren,
Blutzellen und Zellverbande in einem Filter ohne Enzyme
lysieren. Dies ist gegebenenfalls auch unter Vermeidung
einer Aufreinigung nach der Lyse mdglich.

[0013] Die Erfindung lasst sich einfach auf den aktu-
ellen biochemischen Assay Ubertragen.

[0014] Die Erfindung erméglicht es, auch Gram-posi-
tive Keime oder andere schwer lysierbare Zellen wie Pil-
ze oder Sporen zu amplifizieren, was erst eine Plattform
mit Applikationen fir Harnwegsinfekte, MRSA, Pneumo-
nie, Sepsis, Mycosen, usw. ermgglicht.

[0015] Ein Laser-Scanner zum Abscannen einer Pro-
be kann gulinstig mit einem Mikrospiegel in sehr kleiner
Bauweise realisiert werden und ermdglicht ein kompak-
tes Analysegerat. Die Laserlyse lasst sich mit standardi-
sierten Bauelementen flr Optik, Scannerund Laser kom-
pakt realisieren mit einem wesentlich geringeren Auf-
wand als Lyseeinrichtungen nach dem Stand der Tech-
nik.

[0016] Gegeniber enzymatischen / chemischen Ly-
sen ist die deutliche Vereinfachung des Assays aus-
schlaggebend.

[0017] Gegenuber Ultraschalllysen ist neben dem Auf-
wand fir den Generator die einfachere Auslegung und
Abstimmung des Chips entscheidend.

[0018] Die Erfindung ermdglicht ein Lab-on-a-Chip
(kurz LOC) als nTAS (Micro Total Analysis System), da
der Ablauf der Aufarbeitungs- und Amplifizierungsschrit-
te vor der Detektion gegeniiber dem Stand der Technik
vereinfacht ist und eine in einen Biochip Ubertragbare,
automatisierungsfahige Vereinfachung des Protokolls
geschaffen worden ist.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen
[0019]

Fig. 1 zeigt eine schematische Darstellung eines
LOC in einer Analysevorrichtung zur Lyse von Zellen
und PCR-Amplifikation.

Fig. 2 zeigt eine schematische Darstellung eines
LOC in einer Analysevorrichtung zur Lyse von Zellen
und PCR-Amplifikation.

Fig. 3 zeigt ein Flussdiagramm des Verfahrens zur
Lyse von Zellen und PCR-Amplifikation gemaf einer
Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung ohne
Reinigungsschritt.

Fig. 4 zeigt ein Flussdiagramm des Verfahrens zur
Lyse von Zellen und PCR-Amplifikation gemaf einer
weiteren Ausfihrungsform der vorliegenden Erfin-
dung mit Reinigungsschritt.
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Ausfihrungsformen der Erfindung

[0020] Fig. 1 zeigt ein LOC 10 in einer Analysevorrich-
tung 30 zur Lyse von Zellen und PCR-Amplifikation, bei-
de jeweils zur DNA-Auswertung mit einem Array 18. Das
LOC 10 weist ein steifes, flaches Substrat 11 mit einem
fluidischen Netzwerk 12 in dem Substrat 11 auf. Zum
fluidischen Netzwerk 12

gehdren beispielhaft gezeigte Mikrokanale 13, Ventile 14
und Kammer 15, sowie eine Multifunktionskammer 19
mit einem Filter 16, in der unter anderem eine PCR statt-
findet, und eine Array-Kammer 17 mit dem Array 18. Der
Filter 16 enthalt hier als Filtermedium ein Silica-Pad und
ist Uber ein erstes externes Temperierelement 43 unter
dem Substrat 11 temperierbar. Der Filter 16 flllt einen
durchstromten Querschnitt der Multifunktionskammer 19
voll aus. Die Array-Kammer 17 ist Uber ein zweites Tem-
perierelement 44 unter dem Substrat 11 temperierbar.
Elemente des fluidischen Netzwerks 12 kdnnen auch im
Inneren des LOC 10 verlaufen und sind an der Oberseite
mit einer nicht gezeigten Membran bzw. Folie flissig-
keitsdicht abgeschlossen. Die Betatigungselemente fir
den Betrieb des fluidischen Netzwerks 12 und eine flui-
dische Schnittstelle zur Analysevorrichtung 30 sind nicht
dargestellt.

[0021] Die Analysevorrichtung 30 weist eine Photoly-
se-Lichtquelle 31 zur Bestrahlung des Filters 16 und eine
Steuerung 32 zur Durchfiihrung der Lyse mittels Bestrah-
lung des Filters auf. Die Photolyse-Lichtquelle 31 weist
in dieser Ausfihrungsform einen Laser 33, einen Strahl-
aufweiter 34, einen Mikrospiegel 35 und eine Linse 36
auf. Ein den Laser 33 verlassender Lichtstrahl 37 verlauft
Uber den Strahlaufweiter 34 zum Mikrospiegel 35 und
wird dort umgelenkt und verlauft weiter iiber die Linse 36
zum Filter 16. In dieser Ausfliihrungsform ist der Mikro-
spiegel 35 ein steuerbarer Mikrospiegel, mit dem der La-
ser-Lichtstrahl 37 den Filter 16 fokussiert und entspre-
chend dem Strahldurchmesser rasterférmig Uberstrei-
chen kann. Die Analysevorrichtung 30 weist weiterhin
eine Kamera 39 und eine Array-Beleuchtungs-Lichtwelle
40 auf, die jeweils auf das Array 18 gerichtet sind.
[0022] Die Steuerung 32 ist Uber elektrische Steuer-
leitungen 38 mitdem Laser 33, dem Mikrospiegel 35, der
Kamera 39, der Array-Beleuchtungs-Lichtwelle 40, dem
Mikrospiegel 35 und den Temperierelementen 43 und 44
verbunden.

[0023] Die Analysevorrichtung 30 weist weiterhin eine
nicht gezeigte mechanische Schnittstelle mit dem LOC
10 auf, mit der das LOC 10 in der Analysevorrichtung 30
definiert positioniert wird. Aufgrund der definierten Posi-
tionierung des Filters 16 und des Arrays 18 im LOC sind
LOCs austauschbar in der Analysevorrichtung 30 ohne
eine erneute optische Justierung einsetzbar. Die Photo-
lyse-Lichtquelle 31 ist bei eingelegtem LOC 10 auf die
Position des Filters 16 gerichtet und die Kamera 39 ist
auf die Position des Array 18, hier in der Array-Kammer
17 angeordnet, gerichtet. Bei eingelegtem LOC 10 istder
Filter 16 Gber dem ersten externen Temperierelement43
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angeordnet, und die Array-Kammer 17 ist iber dem zwei-
ten Temperierelement 44 angeordnet. Als Temperiere-
lemente kénnen Peltierelemente, Micro-Hotplates oder
konvektive Heiz-/Kihl- Elemente, gegebenenfalls elek-
trische Widerstiande, auch in Kombination verwendet
werden. Die mechanische Schnittstelle ermdglicht einen
geeigneten Warmeuibergang.

[0024] Im Betrieb steuert die Steuerung 32 den Ablauf
des Assay-Protokolls auf dem LOC 10. Das fluidische
Netzwerk 12 wird iber die fluidische Schnittstelle gesteu-
ert. Temperaturen und Temperaturdnderungen werden
Uber die Temperierelemente 43 und 44 gesteuert. Die
Detektion erfolgt mit einem Array- / Biochip und wird mit-
tels der eine Fluoreszenz anregenden eine Array-Be-
leuchtungs-Lichtwelle 40 und der ein Fluoreszenzlicht
beobachtenden Kamera 39, alternativ einem weiteren
(nicht gezeigten) Photometer tberprift. Die Auswertung
einer DNA-Analyse erfolgt durch die Beobachtung, an
welchen Positionen auf einem Array 18 eine Fluoreszenz
statt findet, mit der Kamera 39.

[0025] DasLOC 10 zurLyse von Zellen und PCR-Am-
plifikation hat eine gemeinsame, einen Filter 16 aufwei-
sende, Multifunktionskammer 19 fir Akkumulation von
Zellen, Farbung der Zellen, Zellen-Lyse und PCR.
[0026] Fig. 2 zeigt ein LOC 46 in einer Analysevorrich-
tung 47 zur Lyse von Zellen und PCR-Amplifikation, bei-
de jeweils zur DNA-Auswertung. Die aus Fig. 1 bekann-
ten Elemente haben wieder dieselben Bezugsziffern. In
dieser Ausfiihrungsform erfolgt die Detektion mittels Re-
al-Time-PCR in derselben Kammer wie die Lyse, in der
Multifunktionskammer 19. Dazu werden die in der Real-
Time-PCR eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe mittels
einer Lichtquelle 41 angeregt und mit einem Detektor 42
wird die resultierende Fluoreszenzstrahlung, ggf. beiver-
schiedenen Wellenlédngen, beobachtet. In dieser Ausfiih-
rungsform ist eine Arraykammer nicht erforderlich.
[0027] Fig. 3 zeigt ein Flussdiagramm 50 des Verfah-
rens zur Lyse von Zellen und PCR-Amplifikation der DNA
der Zellen geman einer Ausfihrungsform der vorliegen-
den Erfindung. Das Verfahren weist die Verfahrens-
schritte auf:

a) Positionierung der Zellen auf einem Filter;

b) Farbung der Zellen;

c) Zugeben einer PCR-Behandlungs-Ldsung;

d) Photolyse der Zellen; und

e) Amplifikation von DNA der Zellen mittels PCR.

[0028] Damitliegt die DNA der Zellen in hinreichender
Menge fiir DNA-Untersuchungen vor. Das Verfahren ist
fur Gram-negative und Gram-positive Zellen geeignet.
Vorteilhaft folgt der weitere Verfahrenschritt

[0029]

f) Mischung der amplifizierten DNA mit einem Hyb-
ridisation Buffer. Dies dient der Vorbereitung fir den
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weiteren Verfahrenschritt

g) Analyse der amplifizierten DNA. Dies betrifft die
Analyse mittels einem Array, entsprechend einer
Vorrichtung wie zum Beispiel in Fig. 1 gezeigt.

[0030] Ineiner alternativen Ausfiihrungsform ohne Ar-
ray, entsprechend einer Vorrichtung wie zum Beispiel in
Fig. 2 gezeigt, entfallen Verfahrenschritte f) und g) und
Verfahrenschritt €), in diesem Fall Real-Time-PCR, fin-
det direkt in der Multifunktionskammer 19 in Fig. 2 statt.
[0031] Zu den einzelnen Verfahrensschritten folgen
weitere Erlauterungen, gegebenenfalls unter beispiel-
hafter Bezugnahme auf die Analysevorrichtung 30 und
das LOC 10 aus Fig. 1 oder 2. In Verfahrensschritt a)
wird zur Positionierung der Zellen auf dem Filter eine
zellhaltige Flissigkeit, meist Kérperflissigkeit wie Urin,
Sputum, Serum, Plasma, Abstriche, BAL (Broncheoal-
veolare Lavage), etc. Uber ein Filtermedium, in Fig. 1 und
2 Uber das Silica-Faserpad des Filters 16, gepumpt. Da-
bei werden die Zellen abgeschieden und mit wenigen
100 pl Puffer gewaschen. Das Silica-Faserpad enthalt
Glasfasern mit Durchmesserd = 0,5 pm -10 pm.
[0032] Bezuglich der Reihenfolge der Verfahrens-
schritte a) und b) sind zwei alternative Ausflihrungsfor-
men maoglich, némlich die Zellen vor oder nach dem Auf-
bringen auf dem Filter 16 zu farben.

[0033] Zur Farbung der Zellen in Verfahrensschritt b)
wird eine Farbstofflésung, ca. 50 pl, auf den Filter gege-
ben und ca. 30 s inkubiert. AnschlieRend wird gewa-
schen, z.B. zuerst mit 200 pl Ethanol und danach mit 200
wl Wasser. Als Farbereagentien kdnnen verwendet wer-
den:

1) Gram-Farbung - Kristallviolett-Ldsung, waschen
mit 200 wl Wasser, 2 min fixieren mit 50 pl Lugol-
scher Lésung (Lugol’s solution, Kls-Lésung);

2) Methylenblau-Lésung;

3) weitere Farbstoffe wie Malachitgriin, Safranin,
Fuchsin (mit PAS-Reaktion, Periodic acid-Schiff re-
action), Fuchsinschwefelige Saure fir Pilze, Brillant-
Grin, Methylgriin, Ethyl-Grin, Brillant-blau, Coo-
massie violett, etc.. Diese Farbstoffe weisen eine
Ammoniumgruppe auf, typischerweise in einem Chi-
noiden System mit weiteren Alkyl-/Aryl-aminogrup-
pen. Viele gehdren zur Klasse der Triphenylmethan-
Fabstoffe. Die Farbstoffe kdnnen auch als Feststoffe
in Depots aufdem LOC 10, z.B. lyophilisiert, gelagert
werden und mit Wasserinden Filter 16 geschwemmt
werden. Die gefarbten Bakterien lassen sich mit
Licht mit vergleichsweise geringen Intensitaten ly-
sieren.

[0034] In Verfahrensschritt c) wird der Filter mit der
PCR-Behandlungs-L&sung, dem so genannten Master-
mix, befillt. Diese PCR-Behandlungs-Lésung besteht
aus einer Mischung aus DNTPs (deoxynucleotide tri-
phosphate), Primern, Polymerase und Puffer. Ferner ist
in der Mischung noch eine Substanz zur Blockierung der
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Filteroberflaiche enthalten, z.B. BSA (Bovine serum al-
bumin), PEG (Polyethylene glycol), PPG (Polypropylene
glycol). Es ist auch mdglich, die erst in Verfahrensschritt
e) benétigten Substanzen erst nach Verfahrensschritt d)
zuzugeben.

[0035] Die Photolyse der Zellen in Verfahrensschritt d)
erfolgt bevorzugt mittels Laserlyse. Bei der Photolyse
wird die DNA der Zellen freigesetzt. Der Filter, auf dem
sich die angefarbten Zellen befinden, wird mit einem han-
delsublichen Laser bestrahlt. Dabei wird vorzugsweise
der Laserstrahl fokussiert und mit einem Mikrospiegel
Uber den Filter gefiihrt, wobei méglichst die gesamte Fil-
terflache lickenlos mit dem Laserstrahl Uberstrichen
wird. Alternativ kann der Filter auch mit Hochenergie-
LEDs, Blitzlampen oder fokussierten Lichtquellen mit ho-
her Energiedichte bestrahltwerden. Entscheidend ist da-
bei, dass die Bakterien mdglichst viel Licht absorbieren,
wohingegen die Matrix und die umgebende Flissigkeit
moglichst wenig Energie aufnehmen sollen. Dies wird
erreicht, indem das zur Photolyse benutzte Lichtim We-
sentlichen in einem Wellenldngenbereich liegt, der von
den gefarbten Zellen stark absorbiert wird, jedoch von
Wasser schwach absorbiert wird. Die Farbe der gefarb-
ten Zellen wird vom Farbstoff bestimmt, kann aber von
der Farbe des Farbstoffs verschieden sein. Die Wellen-
lange oder Wellenlangen des Photolyse-Lichts sind auf
die Farbe der gefarbten Zellen abgestimmt, so dass der
Absorptionskoeffizient der gefarbten Zelle ein Vielfaches
des Absorptionskoeffizienten eines Fluids oder einer sta-
tionaren Phase eines um die Zellen vorhanden Puffer-
mediums, meist Wasser, betragt. Ein Vielfaches kann
beispielsweise mindestens der Faktor 2,5, zum Beispiel
10 sein. Eine hohe Energieaufnahme des Fluids oder der
stationaren Phase hétte eine starke schlecht kontrollier-
bare Temperaturerh6hung zur Folge, die zur Inaktivie-
rung der Polymerase, zum Verdampfen des flissigen
Mediums und zum Platzen der LOCs fihren kann. Die
Photolyse-Lichtquelle weist vorteilhafterweise eine Wel-
lenldnge im sichtbaren Bereich, die komplementéar zur
Farbe der angefarbten Zellen ist auf, z.B. 532 nm bei
Rotfarbung der Zellen mit Methylenblau, so dass die Ab-
sorption durch die geférbten Bakterien méglichst hoch
ist.

[0036] Zwischen den Verfahrensschritten d)und e)fin-
det in dieser Ausfiihrungsform keine Aufreinigung statt.
Die Verfahrensschritte a) bis d) finden alle im Filter 16
statt. AnschlieBend wird der Inhalt des Filters 16 in die
Array-Kammer 17 gepumpt, in der anschlieRend die Hy-
bridisierung und Detektion stattfindet.

[0037] Beider PCR-Amplifikation der DNA in Verfah-
rensschritt ) wird der Filter den fir die PCR Ublichen
thermischen Zyklen unterworfen. Bei diesen Tempera-
turzyklen wird die DNA wie bereits oben beschrieben ver-
vielfaltigt. Nun liegt die DNA der Zellen in hinreichender
Menge fiir DNA-Untersuchungen vor. Das Verfahren ist
fur Gram-negative und Gram-positive Zellen geeignet.
Anschlielend kann die DNA von dem Filterelement elu-
iert werden. So werden z.B. aus 10 ml Urin mit 10% Zellen
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nach 20 Zyklen 101" DNA Molekiile in 50 pl isoliert. Al-
ternativ kommen andere Amplifikationen, auch isother-
me, ebenso in Frage, z.B. NASBA (Nucleic Acid Se-
quence Based Amplification).

[0038] Nach dem Zufligen eines so genannten Hybri-
disation Buffer in Verfahrensschritt f) und Aufbringen auf
das DNA-Array 18 mittels des fluidischen Netzwerks 12
ist die DNA fur die Detektion bzw. Analyse der amplifi-
zierten DNA in Verfahrensschritt g), mittels DNA-Array,
beispielsweise Array 18 in Fig. 1, vorbereitet. Der Hyb-
ridisation Buffer kann ein Puffersystem und ein Salz zur
Erhéhung einer Salzkonzentration umfassen.

[0039] Das erfindungsgeméaRe Verfahren lasst sich
einfach sowohl auf die Filter-PCR als auch auf einen voll
integrierten LOC ubertragen.

[0040] Fig. 4 zeigt ein Flussdiagramm 60 des Verfah-
rens zur Lyse von Zellen und PCR-Amplifikation der DNA
der Zellen gemaR einer Ausfiihrungsform der vorliegen-
den Erfindung mit einem Reinigungsschritt. Das Verfah-
ren weist die Verfahrensschritte auf:

a) Positionierung der Zellen auf einem Filter;

b) Farbung der Zellen;

d) Photolyse der Zellen;

d1) Reinigung von DNA der Zellen;

c) Zugeben einer PCR-Behandlungs-Ldsung; und
e) Amplifikation der DNA der Zellen mittels PCR.

[0041] Damitliegt die DNA der Zellen in hinreichender
Menge fir DNA-Untersuchungen vor. Das Verfahren ist
fur Gram-negative und Gram-positive Zellen geeignet.
[0042] Vorteilhaft folgt der weitere Verfahrenschritt

f) Mischung der amplifizierten DNA mit einem Hyb-
ridisation Buffer. Dies dient der Vorbereitung fir den
weiteren Verfahrenschritt

g) Analyse der amplifizierten DNA. Die Analyse um-
fasst die Hybridisierung und die Detektion.

[0043] IndieserAusfihrungsform dervorliegenden Er-
findung entsprechen die gleichnamigen Verfahrens-
schritte den aus der Beschreibung von Fig. 3 bekannten
Verfahrensschritten, unter Beriicksichtigung der folgen-
den Unterschiede. Nach der Photolyse der Zellen in Ver-
fahrensschritt d) erfolgt nun eine Reinigung von DNA der
Zellen in Verfahrensschritt d1). Diese Reinigung kann
durch einen oder mehrere Waschschritte erfolgen, in de-
nen Zellbestandteile auRer DNA entferntwerden. Wegen
des mit der Reinigung einher gehenden Flissigkeitsaus-
tauschs wird die PCR-Behandlungs-Lésung erst nach
der Reinigung zugegeben - Verfahrensschritt c) erfolgt
also nach Verfahrensschritt d1).

Patentanspriiche

1. Verfahren der Lyse von Zellen und PCR-Amplifika-
tion mit den Verfahrensschritten



9 EP 2 694 672 B1 10

a) Positionierung der Zellen in einer Kammer
(19);

b) Farbung der Zellen;

c) Zugeben einer PCR-Behandlungs-Ldsung;
d) Photolyse der Zellen; und

e) Amplifikation von DNA der Zellen mittels
PCR;

wobei Verfahrensschritte a) und b) sowie c) und d)
jeweils in beliebiger Reihenfolge erfolgen kdnnen
und das zur Photolyse benutzte Licht im Wesentli-
chen in einem Wellenldngenbereich liegt, der von
den geférbten Zellen stark absorbiert wird, jedoch
von Wasser schwach absorbiert wird, dadurch ge-
kennzeichnet, dass in Verfahrensschritt b) die Far-
bung der Zellen mit mindestens einem Farbstoff aus
der Menge umfassend Kristallviolett-L6ésung und
Methylenblau-Lésung erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet
durch den weiteren Verfahrenschritt

d1) Reinigung der DNA der Zellen nach Verfah-
renschritt d).

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, gekennzeichnet
durch den weiteren Verfahrenschritt

f) Zufuhrung eines Hybridisation Buffer zu der
amplifizierten DNA.

Verfahren nach Anspruch 3, gekennzeichnet
durch den weiteren Verfahrenschritt

g) Analyse der amplifizierten DNA.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da-
durch gekennzeichnet, dass die Verfahrensschrit-
te a) bis d) in demselben Volumenelement eines
Analysechips statt finden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, da-
durch gekennzeichnet, dass Zellen, Bakterien,
insbesondere Gram-positive Bakterien, Pilze, Spo-
ren oder Viren verwendet werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da-
durch gekennzeichnet, dass in Verfahrensschritt
c) die Behandlungs-Lésung eine Mischung aus
DNTPs (deoxynucleotide triphosphate), Primern,
Polymerase und Puffer, sowie eine Substanz zur
Blockierung der Filteroberflache aufweist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, da-
durch gekennzeichnet, dass in Verfahrensschritt
d)die Photolyse der Zellen mittels Laserstrahl, Hoch-
energie-LEDs, Blitzlampen oder Lichtquellen mit ho-
her Energiedichte erfolgt.
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9.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, da-
durch gekennzeichnet, dass ein Wellenlangenbe-
reich eines zur Photolyse benitzten Lichts auf die
Farbung der Zellen so abgestimmt ist, dass ein Ab-
sorptionskoeffizient der gefarbten Zellen ein Vielfa-
ches grof3er als ein Absorptionskoeffizient eines um
die Zellen vorhandenen Puffermediums ist.

Claims

1.

Method for the lysis of cells and PCR amplification,
having the following method steps

a) positioning the cells in a chamber (19);

b) staining the cells;

c) adding a PCR treatment solution;

d) photolysis of the cells; and

e) amplification of DNA from the cells by means
of PCR;

wherein method steps a) and b) and also c) and d)
can in each case take place in any desired order and
the light used for the photolysis is substantially in a
wavelength range which is strongly absorbed by the
stained cells, but is poorly absorbed by water, char-
acterized in that in method step b) the cells are
stained with at least one stain from the group con-
sisting of crystal violet solution and methylene blue
solution.

Method according to Claim 1, characterized by the
further method step d1) purifying the DNA from the
cells after method step d).

Method according to Claim 1 or 2, characterized by
the further method step

f) supplying a hybridization buffer to the ampli-
fied DNA.

Method according to Claim 3, characterized by the
further method step

g) analysing the amplified DNA.

Method according to one of Claims 1 to 4, charac-
terized in that the method steps a) to d) take place
in the same volume element of an analysis chip.

Method according to one of Claims 1 to 5, charac-
terized in that cells, bacteria, especially Gram-pos-
itive bacteria, fungi, spores or viruses are used.

Method according to one of Claims 1 to 6, charac-
terized in that in method step c) the treatment so-
lution has a mixture of dNTPs (deoxynucleotide tri-
phosphates), primers, polymerases and buffer, and
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also a substance for blocking the filter surface.

Method according to one of Claims 1 to 7, charac-
terized in that in method step d) the photolysis of
the cells is carried out by means of laser beam, high-
energy LEDs, flash lamps or light sources with a high
energy density.

Method according to one of Claims 1 to 8, charac-
terized in that a wavelength range of a light used
for the photolysis is adapted to the staining of the
cells such that an absorption coefficient of the
stained cells is greater by a multiple than an absorp-
tion coefficient of a buffer medium present around
the cells.

Revendications

Procédé de lyse de cellules et d’amplification PCR,
présentant les étapes de procédé

a) positionnement des cellules dans une cham-
bre (19) ;

b) coloration des cellules ;

c) addition d’'une solution de traitement par
PCR;

d) photolyse des cellules ; et

e) amplification de 'ADN des cellules par PCR ;

les étapes de procédé a) et b) ainsi que c) et d) pou-
vant a chaque fois avoir lieu dans un ordre quelcon-
que et la lumiére utilisée pour la photolyse se situant
essentiellement dans une plage de longueurs d’on-
de qui est fortement absorbée par les cellules colo-
rées mais faiblement absorbée par I'eau, caractéri-
sé en ce que, dans I'étape de procédé b), la colo-
ration des cellules est réalisée avec au moins un
colorant du groupe comprenant une solution de cris-
tal violet et une solution de bleu de méthyléne.

Procédé selon la revendication 1, caractérisé par
I'étape de procédé supplémentaire

d1) purification de ’ADN des cellules apres|'éta-
pe de procédeé d).

Procédé selon la revendication 1 ou 2, caractérisé
par I'étape de procédé supplémentaire

f) addition d’'un tampon d’hybridation a 'ADN
amplifié.

Procédé selon la revendication 3, caractérisé par
I'étape de procédé supplémentaire

g) analyse de 'ADN amplifié.
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5.

Procédé selon 'une quelconque des revendications
1 a4, caractérisé en ce que les étapes de procédé
a) a d) ont lieu dans le méme élément volumique
d’une puce d’analyse.

Procédé selon 'une quelconque des revendications
1 a 5, caractérisé en ce qu’on utilise des cellules,
des bactéries, en particulier des bactéries a Gram
positif, des champignons, des spores ou des virus.

Procédé selon 'une quelconque des revendications
1 a 6, caractérisé en ce que, dans I'étape de pro-
cédé c), la solution de traitement présente un mé-
lange de DNTP (désoxynucléotide triphosphate),
d’amorces, de polymérase et de tampon, ainsi
qu’une substance pour le blocage de la surface du
filtre.

Procédé selon 'une quelconque des revendications
1 a7, caractérisé en ce que, dans I'étape de pro-
cédé d), la photolyse des cellules a lieu au moyen
d’un rayon laser, de DEL a haute énergie, de lampes
stroboscopiques ou de sources lumineuses présen-
tant une densité énergétique élevée.

Procédé selon 'une quelconque des revendications
1 a 8, caractérisé en ce qu’une plage de longueurs
d’onde d’une lumiére utilisée pour la photolyse est
adaptée ala coloration des cellules de maniére telle
qu’un coefficient d’absorption des cellules colorées
estun multiple de fois supérieur a un coefficient d’ab-
sorption d’'un milieu tampon présent autour des cel-
lules.
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