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(57) Die vorliegende Erfindung betrifft eine analyti-
sche Vorrichtung umfassend eine Denaturierungskam-
mer, eine Amplifikationskammer und eine Annealing-
kammer,
wobei die Temperatur der Denaturierungskammer auf
eine Temperatur zwischen 90 °C und 105 °C eingestellt
werden kann, bevorzugt eingestellt ist,
wobei die Temperatur der Amplifikationskammer auf ei-
ne Temperatur zwischen 60 °C und 80 °C eingestellt wer-
den kann, bevorzugt eingestellt ist,

wobei die Temperatur der Annealingkammer auf eine
Temperatur zwischen 40°C und 67 °C eingestellt werden
kann, bevorzugt eingestellt ist,
und wobei die Vorrichtung so ausgestaltet ist, dass eine
flüssige Probe in die Denaturierungskammer einge-
bracht werden kann und zwischen der Denaturierungs-
kammer, der Amplifikationskammer, der Annealingkam-
mer und optional weiteren Kammern hin und her über-
tragen werden kann.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine analyti-
sche Vorrichtung umfassend eine Denaturierungskam-
mer, eine Amplifikationskammer und eine Annealing-
kammer,
wobei die Temperatur der Denaturierungskammer auf
eine Temperatur zwischen 90°C und 105 °C eingestellt
werden kann, bevorzugt eingestellt ist,
wobei die Temperatur der Amplifikationskammer auf ei-
ne Temperatur zwischen 60°C und 80 °C eingestellt wer-
den kann, bevorzugt eingestellt ist,
wobei die Temperatur der Annealingkammer auf eine
Temperatur zwischen 40°C und 67 °C eingestellt werden
kann, bevorzugt eingestellt ist,
und wobei die Vorrichtung so ausgestaltet ist, dass eine
flüssige Probe in die Denaturierungskammer einge-
bracht werden kann und zwischen der Denaturierungs-
kammer, der Amplifikationskammer, der Annealingkam-
mer und optional weiteren Kammern hin und her über-
tragen werden kann.
[0002] Bei vielen diagnostischen, labormedizinischen
oder sonstigen analytischen Untersuchungen bedient
man sich chemischer Reaktionen und/oder physikali-
scher Nachweisverfahren in einer flüssigen Phase. Be-
sondere analytische und diagnostische Bedeutung
kommt der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zu, mit der
Nukleinsäuresequenzen spezifisch vervielfältigt und
nachgewiesen werden können, sofern sie in einer be-
stimmten Probe vorhanden sind. Damit können bei-
spielsweise Krankheitserreger (Viren, Bakterien, Pilze,
Parasiten) wie gegen Methicillin resistente Staphylococ-
cus aureus (MRSA) oder bestimmte menschliche Nuk-
leinsäuresequenzen, die diagnostisch von Bedeutung
sind, beispielsweise, weil sie mit bestimmten Krankhei-
ten zusammenhängende Mutationen aufweisen, in Pati-
entenproben nachgewiesen werden.
[0003] Auch außerhalb medizinischer Anwendungen
ist die PCR von Bedeutung, beispielsweise bei der Un-
tersuchung von Boden- oder Lebensmittelproben auf be-
stimmte Mikroorganismen, in der Forensik oder bei der
synthetischen Herstellung von komplexen Nukleinsäu-
ren.
[0004] Die PCR erfordert in der herkömmlichen Form
einen erheblichen Aufwand mit Hinblick auf Reagenzien,
Geräte und Arbeitsanfall, insbesondere bei diagnosti-
schen Anwendungen. Für jede einzelne Probe muss ein
Reaktionsansatz zusammengestellt werden, der eine
ganze Reihe spezifischer, teilweise thermoinstabiler Re-
agenzien enthält. Der fertige Reaktionsansatz muss über
längere Zeit zyklisch bei verschiedenen Temperaturen
inkubiert werden. Schon ein einzelner Fehler oder eine
Inaktivierung eines Reagenz verhindern den Ablauf der
Reaktion.
[0005] Kann die Zuverlässigkeit der Reaktion nicht ga-
rantiert werden, so bleibt das Ergebnis ohne Aussage-
kraft. Die Reaktion muss vor Kontaminationen geschützt
werden, über die das Ergebnis verfälschende Nuklein-

säuren eingebracht werden können, ebenso vor Stoffen,
die den Zerfall von essentiellen Reagenzien beschleuni-
gen können.
[0006] Die Analyse des Reaktionsproduktes erfordert
eine erhebliche apparative Ausstattung, beispielsweise
ein Gerät, das empfindliche Fluoreszenzmessungen ge-
stattet.
[0007] Für viele Anwender mit begrenzter Expertise
und Infrastruktur ist die Verwendung der PCR nicht mit
der erforderlichen Zuverlässigkeit durchführbar. Insbe-
sondere bei geringem Probenaufkommen lohnt der Auf-
wand der Etablierung eines dafür geeigneten Labors
nicht.
[0008] Zu analysierende Proben müssen dann ver-
packt und zu einem Speziallabor versandt werden, bei
dem eine große Zahl von Proben abgearbeitet wird. Dies
verzögert die Analyse und erhöht die Kosten. Beim
Transport besteht die Gefahr, dass eine Probe verloren
geht, verdirbt oder durch Beschädigung unbrauchbar
wird.
[0009] Vor diesem Hintergrund besteht eine der vor-
liegenden Erfindung zu Grunde liegende Aufgabe darin,
ein möglichst anwenderfreundliches System für die
Durchführung von PCR-Reaktionen zu schaffen, das ein-
fach zu bedienen ist, insbesondere nicht die Zubereitung
komplexer Reaktionsansätze verlangt.
[0010] Das System soll möglichst schnell und Res-
sourcen (Zeit, Energie, Reagenzien- und Probenver-
brauch) sparend funktionieren, keine besonderen Bedin-
gungen verlangen und gegenüber Störungen, Beschä-
digungen und Bedienungsfehlern möglichst wenig anfäl-
lig sein.
[0011] Gleichzeitig soll das System die parallele Abar-
beitung möglichst vieler Proben gestatten. Je nach Be-
darf soll das System die Untersuchung möglichst jeder
Art von Probe bzw. jede interessierende Untersuchung,
mit einem möglichst großen Spektrum von Parametern,
flexibel und kurzfristig ermöglichen. Es soll möglich sein,
eine Probe, beispielsweise von einem Patienten, mit
möglichst geringem Aufwand und Zeitbedarf auf mehrere
diagnostische Parameter zu untersuchen.
[0012] Nicht zuletzt soll das System die genannten
Vorteile mit einer Sicherung gegen Kontaminationen von
außen vereinen, die beispielsweise durch das mit der
Bedienung betraute Personal eingetragen werden könn-
ten.
[0013] Diese und weitere Aufgaben werden durch den
Gegenstand der vorliegenden Anmeldung und insbeson-
dere auch durch den Gegenstand der beigefügten unab-
hängigen Ansprüche gelöst, wobei sich Ausführungsfor-
men aus den Unteransprüchen ergeben.
[0014] Die der Erfindung zu Grunde liegende Aufgabe
wird in einem ersten Aspekt gelöst durch eine analytische
Vorrichtung umfassend eine Denaturierungskammer, ei-
ne Amplifikationskammer und eine Annealingkammer,
wobei die Temperatur der Denaturierungskammer auf
eine Temperatur zwischen 90 °C und 105 °C eingestellt
werden kann, bevorzugt eingestellt ist,
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wobei die Temperatur der Amplifikationskammer auf ei-
ne Temperatur zwischen 60 °C und 80 °C eingestellt wer-
den kann, bevorzugt eingestellt ist,
wobei die Temperatur der Annealingkammer auf eine
Temperatur zwischen 40°C und 67 °C eingestellt werden
kann, bevorzugt eingestellt ist,
und wobei die Vorrichtung so ausgestaltet ist, dass eine
Probe in die Denaturierungskammer eingebracht werden
kann und zwischen der Denaturierungskammer, der Am-
plifikationskammer, der Annealingkammer und optional
weiteren Kammern hin und her übertragen werden kann.
[0015] In einer bevorzugten Ausführungsform umfasst
die erfindungsgemäße Vorrichtung eine Aufnahmekam-
mer mit einem Zugang zur Oberfläche der analytischen
Vorrichtung, über den eine Probe in die Aufnahmekam-
mer eingebracht und anschließend zu weiteren Kam-
mern übertragen werden kann.
[0016] In einer weiteren bevorzugten Ausführungs-
form ist die Amplifikationskammer der Denaturierungs-
kammer nachgeschaltet und die Annealingkammer der
Amplifikationskammer.
[0017] In einer weiteren bevorzugten Ausführungs-
form umfasst die erfindungsgemäße Vorrichtung weiter
ein analytisches Reagenz, das in der flüssigen Probe
löslich ist, bevorzugt ein lyophilisiertes Reagenz.
[0018] In einer weiteren bevorzugten Ausführungs-
form ist der optional vorhandenen Aufnahmekammer
nachgeschaltet und der Denaturierungskammer vorge-
schaltet, bevorzugt direkt vorgeschaltet, eine Mischkam-
mer vorgesehen, die bevorzugterweise das analytische
Reagenz aufweist.
[0019] In einer weiteren bevorzugten Ausführungs-
form umfasst die analytische Vorrichtung wenigstens
zwei Sets von Kammern, jeweils umfassend eine Dena-
turierungskammer, eine Amplifikationskammer und eine
Annealingkammer,
wobei bevorzugt der Aufnahmekammer nachgeschaltet
und der Denaturierungskammer vorgeschaltet, beson-
ders bevorzugt direkt vorgeschaltet, eine Mischkammer
vorgesehen ist, die bevorzugterweise das analytische
Reagenz aufweist, und aus der Mischkammer jeweils ein
Teil einer flüssigen Probe in eine Kammer des jeweiligen
Sets übertragen werden kann.
[0020] In einer weiteren bevorzugten Ausführungs-
form weist die diagnostische Vorrichtung wenigstens ei-
ne Heizzone auf, wobei die Denaturierungskammer, be-
vorzugt zusätzlich die Amplifikationskammern, noch be-
vorzugter zusätzlich die Annealingkammern der wenigs-
tens zwei Sets jeweils auf einer Heizzone angeordnet
sind.
[0021] In einer bevorzugten Ausführungsform weist
die Vorrichtung eine Auslesekammer auf, in die die flüs-
sige Probe aus der Denaturierungskammer, aus der Am-
plifikationskammer oder der Annealingkammer übertra-
gen werden kann.
[0022] In einer weiteren bevorzugten Ausführungs-
form umfasst die Auslesekammer wenigstens eine im-
mobilisierte Nukleinsäure.

[0023] In einer weiteren bevorzugten Ausführungs-
form handelt es sich bei der diagnostischen Vorrichtung
um einen Laborchip.
In einem zweiten Aspekt wird das der Erfindung zu Grun-
de liegende Problem gelöst durch eine Analyseeinheit
geeignet zur Aufnahme der analytischen Vorrichtung,
bevorzugt umfassend die erfindungsgemäße analyti-
sche Vorrichtung,
[0024] umfassend eine Heizvorrichtung, die so be-
schaffen ist, dass in der Denaturierungskammer, Ampli-
fikationskammer und Annealingkammer und/oder in der
Heizzone für die Denaturierungskammern, Amplifikati-
onskammer bzw. Annealingkammern die erforderliche
Temperatur eingestellt werden kann bzw. eingestellt ist
und/oder umfassend ein Mittel zum Auslesen einer flüs-
sigen Probe in der Auslesekammer der analytischen Vor-
richtung.
[0025] In einem dritten Aspekt wird das der Erfindung
zu Grunde liegende Problem gelöst durch eine Verwen-
dung der erfindungsgemäßen analytischen Vorrichtung
zur Untersuchung einer flüssigen Probe mittels Polyme-
rase-Kettenreaktion.
[0026] In einem vierten Aspekt wird das der Erfindung
zu Grunde liegende Problem gelöst durch ein Verfahren
umfassend die Schritte:

a) Einbringen einer flüssigen Probe in die Denatu-
rierungskammer der erfindungsgemäßen analyti-
schen Vorrichtung, anschließend Denaturieren der
Probe,
b) Übertragen der flüssigen Probe aus Schritt a) in
die Annealingkammer, anschließend Annealing,
c) Übertragen der flüssigen Probe aus Schritt b) in
die Amplifikationskammer, anschließend Amplifizie-
ren,
d) optional Wiederholen der Schritte a), b) und c),
e) optional: Übertragen der flüssigen Probe aus
Schritt c) oder d) in die Auslesekammer, anschlie-
ßend Auslesen der flüssigen Probe.

[0027] In einer weiteren bevorzugten Ausführungs-
form umfasst die erfindungsgemäße Vorrichtung eine
flüssige Probe, bevorzugt eine nukleinsäurehaltige flüs-
sige Probe oder eine Probe, die darauf zu untersuchen
ist, ob sie eine Nukleinsäure enthält.
[0028] Die vorliegende Erfindung betrifft eine analyti-
sche Vorrichtung mit wenigstens einem Set an Kam-
mern, jeweils umfassend eine Denaturierungskammer,
eine Amplifikationskammer und eine Annealingkammer.
Die analytische Vorrichtung gestattet es, eine extern ge-
wonnene Probe in die Denaturierungskammer einzubrin-
gen, optional über eine andere Kammer.
[0029] Bei der Probe handelt es sich um eine flüssige
Probe oder aber um eine feste Probe, sofern letztere im
Inneren der analytischen Vorrichtung in eine Flüssigkeit
aufgenommen wird, so dass die Probe für die weitere
Prozessierung ebenfalls in flüssiger Form zur Verfügung
steht. Eine geeignete Vorrichtung zum Überführen einer
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festen Probe in eine Flüssigkeit und ein Verfahren ist
beispielsweise in der EP15002317.4 beschrieben.
[0030] Bei der Probe handelt es sich bevorzugt um ei-
ne nukleinsäurehaltige Probe oder eine Probe, die darauf
zu untersuchen ist, ob sie eine Nukleinsäure enthält, wo-
bei die Probe in einer weitgehend unprozessierten Form
vorliegen kann, beispielsweise einer direkt von einem
Patienten gewonnen Probe oder eine Bodenprobe. Al-
ternativ kann die Probe aufbereitet sein, beispielsweise
durch Isolieren und/oder Anreichern der darin enthalte-
nen Nukleinsäure. Bei der Nukleinsäure kann es sich um
jegliche Nukleinsäure oder um ein Derivat davon han-
deln, die bzw. das mit Hilfe einer Polymerase-Kettenre-
aktion (PCR) amplifiziert werden kann, bevorzugt um
DNA oder RNA.
[0031] Die erfindungsgemäße Vorrichtung umfasst ein
gegenüber der Umgebung abschließbares, bevorzugt
abgeschlossenes System mit Kammern und Verbin-
dungskanälen. In einer bevorzugten Ausführungsform
bedeutet "abschließbar", dass das innere System zeit-
weilig zum Einbringen einer Probe geöffnet werden kann,
im abgeschlossenen Zustand ein Einbringen von Probe
oder kontaminierendem Material nicht möglich ist. Bei-
spielsweise kann das System eine Öffnung aufweisen,
die mit einem Deckel verschlossen werden kann.
[0032] In diesem System kann eine flüssige Probe,
vom Anwender bzw. einer Steuerungseinheit gesteuert,
in kompakter, zusammenhängender Form bewegt wer-
den, insbesondere durch Übertragung von einer ersten
Kammer zu einer zweiten Kammer. Dem Fachmann sind
zahlreiche Wege bekannt, wie dies bewerkstelligt wer-
den kann, beispielsweise mit Hilfe von Druckunterschie-
den, die über eine Pumpe oder Spritze erzeugt werden.
Die Verbindungskanäle können Ventile umfassen, die
die Lenkung eines Flüssigkeitsstromes gestatten. Der
Abschluss gegenüber der Umgebung verhindert Konta-
minationen von außen und den Verlust von Flüssigkeit
durch Verdampfen.
[0033] In einer bevorzugten Ausführungsform wird un-
ter dem Begriff "Kammer", wie hierin verwendet, ein Be-
reich innerhalb der Vorrichtung verstanden, in dem die
gesamte flüssige Probe in kompakter, zusammenhän-
gender Form unter im Wesentlichen definierten, gleich-
förmigen Bedingungen inkubiert werden kann. Eine
Kammer kann ein Hohlraum sein, der geometrisch durch
seine Form abgegrenzt ist, beispielsweise gegenüber ei-
nem Verbindungskanal einen verbreiterten Durchmes-
ser und ein entsprechend größeres Volumen aufweist.
Alternativ kann eine Kammer dadurch geschaffen wer-
den, dass die flüssige Probe zusammenhängend einen
abgegrenzten Bereich eines Verbindungskanals ein-
nimmt, wobei die Oberfläche der Flüssigkeit gegenüber
der sie umgebenden Gasphase die Grenze der Kammer
bildet. Die Kammern können abschließbar ausgeführt
sein, um ein Entweichen von flüssiger Probe zu verhin-
dern, beispielsweise aus einer Kammer mit hoher Tem-
peratur.
[0034] In einer bevorzugten Ausführungsform wird un-

ter dem Begriff "Laborchip", wie hierin verwendet, ein
abgeschlossenes System verstanden, das Kammern
und Verbindungskanäle enthält, in denen alle Schritte
von der Einbringung einer unprozessierten Probe über
deren Vorbereitung und Prozessierung bis hin zur einer
Analyse ausgeführt werden können.
[0035] Die erfindungsgemäße Vorrichtung weist we-
nigstens ein Set umfassend eine Denaturierungskam-
mer, eine Amplifikationskammer und eine Annealing-
kammer auf, beispielsweise 2, 3, 4, 5, 6, 8 oder 12 Sets.
[0036] Die Denaturierungskammer ist so ausgestaltet
und weist geeignete Bedingungen auf, dass eine in der
flüssigen Probe enthaltene doppelsträngige Nukleinsäu-
re denaturiert werden kann, d. h. die Doppelstränge lösen
sich unter Freisetzung entsprechender Einzelstränge.
Insbesondere kann die Temperatur auf einen geeigneten
Wert eingestellt werden bzw. ist darauf eingestellt, be-
vorzugt zwischen 90 °C und 105 °C, noch bevorzugter
zwischen 90 °C und 99 °C. Dem Fachmann ist es im
Rahmen routinemäßiger Berechnungen und Vorversu-
che möglich, geeignete Bedingungen, insbesondere ei-
ne geeignete Temperatur, zur Denaturierung einer ge-
gebenen doppelsträngigen Nukleinsäure zu ermitteln.
[0037] Die Annealingkammer ist so ausgestaltet und
weist geeignete Bedingungen auf, dass in der flüssigen
Probe enthaltene Primer spezifisch an die Einzelstränge
der Nukleinsäure in der flüssigen Probe annealen, d.h.
spezifisch mit ihnen hybridisieren. Insbesondere kann
die Temperatur auf einen geeigneten Wert eingestellt
werden bzw. ist darauf eingestellt, bevorzugt zwischen
40 °C und 67 °C. Dem Fachmann ist es im Rahmen rou-
tinemäßiger Berechnungen und Vorversuche möglich,
geeignete Bedingungen, insbesondere eine geeignete
Temperatur, für das Annealen gegebener Primer an die
Einzelstränge einer gegebenen Nukleinsäure mit ausrei-
chender Spezifität zu ermitteln.
[0038] Die Amplifikationskammer ist so ausgestaltet
und weist geeignete Bedingungen auf, dass durch eine
anwesende Polymerase die Einzelstränge der Nuklein-
säure ausgehend von den annealten Primer zu einem
Doppelstrang aufsysnthetisiert werden, Im Ergebnis wird
der durch die Primer eingegrenzte Teil einer doppelsträn-
gigen Nukleinsäure aus der in die Vorrichtung einge-
brachten flüssigen Probe amplifiziert. Dem Fachmann ist
es im Rahmen routinemäßiger Berechnungen und Vor-
versuche möglich, geeignete Bedingungen zu ermitteln.
Insbesondere kann die Temperatur auf einen geeigneten
Wert eingestellt werden bzw. ist darauf eingestellt, be-
vorzugt zwischen 60 °C und 80 °C, noch bevorzugter
zwischen 65 °C und 74 °C.
[0039] In einer weiteren bevorzugten Ausführungs-
form ist die Amplifikationskammer der Denaturierungs-
kammer nachgeschaltet. In einer bevorzugten Ausfüh-
rungsform bedeutet der Begriff, dass eine zweite Kam-
mer einer ersten "nachgeschaltet" ist, wie hierin verwen-
det, dass eine in die Vorrichtung eingebrachte flüssige
Probe, die die Vorrichtung auf kürzest möglichem Wege
durchläuft, zuerst die erste Kammer passiert und an-
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schließend die zweite Kammer. Dass eine zweite Kam-
mer einer ersten "direkt nachgeschaltet" ist, bedeutet be-
vorzugt, dass die Probe dabei aus der ersten Kammer
direkt in die zweite Kammer übertragen wird, ohne da-
zwischen weitere Kammern zu passieren.
[0040] Optional weist die erfindungsgemäße Vorrich-
tung, dem wenigstens ein Set umfassend eine Denatu-
rierungskammer, eine Amplifikationskammer und eine
Annealingkammer vorgeschaltet, bevorzugt direkt vor-
geschaltet, eine Mischkammer auf. Die Mischkammer ist
so ausgestaltet, dass ein für die Nachweisreaktion ge-
eignetes Volumen der flüssigen Probe daraus in das we-
nigstens eine Set übertragen werden kann. Sofern die
Vorrichtung mehr als ein Set aufweist, gestattet die
Mischkammer, dass die flüssige Probe in geeigneter
Weise portioniert wird, dass in jedes Set ein Teil der flüs-
sigen Probe mit einem jeweils für die Nachweisreaktion
ausreichenden Volumen übertragen wird.
[0041] Bevorzugt umfasst die Vorrichtung weiterhin
ein analytisches Reagenz. Das analytische Reagenz
umfasst alle Stoffe, die für die Durchführung der Nach-
weisreaktion, bevorzugt der PCR-Reaktion, erforderlich
sind, sofern diese nicht ohnehin in der flüssigen Probe
vorhanden sind oder ihre Anwesenheit in der flüssigen
Probe nachgewiesen werden soll. Beispielsweise um-
fasst die flüssige Probe die zu amplifizierende Nuklein-
säure oder soll darauf untersucht werden, ob sie die zu
amplifizierende Nukleinsäure enthält, und das analyti-
sche Reagenz umfasst außer einer als Template geeig-
neten Nukleinsäure alle anderen Stoffe, die für die Durch-
führung der PCR-Reaktion erforderlich sind.
[0042] Das analytische Reagenz liegt bevorzugt in tro-
ckener, bevorzugt lyophilisierter Form vor. Es ist derart
beschaffen, dass es sich bei Kontakt mit der flüssigen
Probe darin auflöst, so dass die für die Nachweisreaktion,
bevorzugt die PCR-Reaktion, notwendigen Stoffe in aus-
reichender Konzentration vorhanden sind. Optional weist
die Vorrichtung ein Mittel auf oder es wird ein geeigneter
Verfahrensschritt vorgesehen, um das Lösen des analy-
tischen Reagenzes in der Probe zu fördern. Beispiels-
weise kann die flüssige Probe mehrfach mit dem Rea-
genz kontaktiert werden, oder das analytische Reagenz
wird durch einen Mikrorührer mit der flüssigen Probe ver-
mischt. Das analytische Reagenz umfasst bevorzugt ei-
ne Polymerase und/oder reverse Transkriptase, dNTPs,
einen Puffer, Magnesiumchlorid, wenigstens einen Pri-
mer, bevorzugt wenigstens ein Primerpaar, optional mar-
kiert, ein Detergens, bevorzugt aus der Gruppe umfas-
send Betain, Tween oder Dimethylsulfoxid, sowie ein Po-
lypeptid wie Rinderserumalbumin.
[0043] Umfasst das analytische Reagenz mehrere
Stoffe, so können diese getrennt voneinander in der Vor-
richtung lokalisiert sein. Bevorzugt liegt das analytische
Reagenz in einer kompakten Form vor, die alle Stoffe
umfasst.
[0044] Das analytische Reagenz kann in jedem Teil
der Vorrichtung lokalisiert sein, sofern sichergestellt ist,
dass es vor Durchführung der Nachweisreaktion mit der

flüssigen Probe in Kontakt kommt und durchmischt wird.
Bevorzugt ist es in der Mischkammer lokalisiert.
[0045] Weist die erfindungsgemäße Vorrichtung meh-
rere Sets an Kammern auf und sollen in diesen verschie-
dene PCR-Reaktionen ablaufen, so müssen für die je-
weilige Reaktion spezifische Reagenzien, insbesondere
Primer, dem jeweiligen Teil der Probe in dem jeweiligen
Set spezifisch zugeführt werden, statt dass das analyti-
sche Reagenz in einer kompakten Form alle Stoffe um-
fasst. Die spezifischen Reagenzien, insbesondere ein
oder mehr als ein Primer, können dem für die jeweilige
Reaktion bestimmten Teil der Probe zugeführt werden,
ohne dass sie mit den Teilen der Probe für die anderen
Reaktionen in Kontakt geraten. Zu diesem Zweck kann
jedes Set an Kammern wenigstens ein spezifisches Re-
agenz, insbesondere einen oder mehr als einen Primer,
enthalten, das sich in dem Teil der flüssigen Probe löst,
der in dieses Set übertragen wird.
[0046] Weist die erfindungsgemäße Vorrichtung mehr
als ein Set an Kammern auf, so umfasst sie bevorzugt
wenigstens eine Heizzone. Dabei handelt es sich um ei-
ne Vorrichtung zum durchgehenden Beheizen eines Be-
reichs auf der Vorrichtung, in dem wenigstens zwei Kam-
mern lokalisiert sind, die auf die gleiche Temperatur ein-
gestellt werden können, bevorzugt eingestellt sind. Um-
fasst die Vorrichtung beispielsweise zwei Sets, so kön-
nen beide Denaturierungskammern mit der gleichen
Heizzone auf eine Temperatur von 95 °C eingestellt wer-
den.
[0047] Umfasst die Vorrichtung wenigstens zwei Sets
und wenigstens eine Heizzone, so kann in einer bevor-
zugten Ausführungsform die Temperatur aller Denatu-
rierungskammern durch eine Heizzone für die Denatu-
rierungskammern eingestellt werden bzw. wird für sie
eingestellt, so dass in den Denaturierungskammern die
gleiche Temperatur herrscht.
[0048] In einer weiteren bevorzugten Ausführungs-
form kann die Temperatur aller Amplifikationskammern
durch eine Heizzone für die Amplifikationskammern ein-
gestellt werden bzw. wird für sie eingestellt, so dass in
den Amplifikationskammern die gleiche Temperatur
herrscht. Alternativ können die die Temperaturen der je-
weiligen Annealingkammern einzeln eingestellt werden.
[0049] In einer weiteren bevorzugten Ausführungs-
form kann die Temperatur aller Annealingkammern
durch eine Heizzone für die Annealingkammern einge-
stellt werden bzw. wird für sie eingestellt, so dass in den
Annealingkammern die gleiche Temperatur herrscht.
[0050] In einer weiteren bevorzugten Ausführungs-
form kann die Temperatur aller Denaturierungskammern
und aller Amplifikationskammern durch eine Heizzone
für alle Denaturierungskammern bzw. durch eine Heiz-
zone für alle Amplifikationskammern eingestellt werden
bzw. wird für sie eingestellt, so dass in allen Denaturie-
rungskammern die gleiche Temperatur herrscht und so
dass in allen Amplifikationskammern die gleiche Tempe-
ratur herrscht.
[0051] Alternativ können die die Temperaturen der je-
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weiligen Annealingkammern und/oder Denaturierungs-
kammern einzeln eingestellt werden.
[0052] In einer weiteren bevorzugten Ausführungs-
form kann die Temperatur aller Denaturierungskam-
mern, aller Amplifikationskammern und aller Annealing-
kammern durch eine Heizzone für alle Denaturierungs-
kammern bzw. durch eine Heizzone für alle Amplifikati-
onskammern bzw. durch eine Heizzone für alle Anne-
alingkammern eingestellt werden bzw. wird für sie ein-
gestellt, so dass in allen Denaturierungskammern die
gleiche Temperatur herrscht, in allen Amplifikationskam-
mern die gleiche Temperatur herrscht und in allen An-
nealingkammern die gleiche Temperatur herrscht.
[0053] In einer bevorzugten Ausführungsform ist die
analytische Vorrichtung ein Einwegartikel, der nach dem
Gebrauch in seiner Gesamtheit verworfen wird. Der Ein-
wegartikel ist an eine mehrfach, mit jeweils einem neuen
Einwegartikel zu benutzende Analyseeinheit derart an-
gepasst, dass letztere wenigstens eine Heizvorrichtung
aufweist, mit der in der Denaturierungskammer, Amplifi-
kationskammer und Annealingkammer und/oder in der
Heizzone für die Denaturierungskammern, Amplifikati-
onskammer bzw. Annealingkammern die erforderliche
Temperatur eingestellt werden kann bzw. eingestellt ist.
[0054] Bevorzugt enthält die Analyseeinheit ein Mittel
zum Auslesen einer flüssigen Probe, die sich in der Aus-
lesekammer der analytischen Vorrichtung befindet, wel-
che wiederum in die Analyseeinheit eingebracht wurde.
Dabei kann es sich um ein Fluoreszenzspektroskop han-
deln, wenn die amplifizierte Nukleinsäure Fluoreszenz-
label enthält oder um ein UV/vis-Spektrophotometer,
wenn sie ein Chromophor enthält. Die Analyseeinheit
kann darüber hinaus weitere Einheiten umfassen, bei-
spielsweise zum internen Transport von in die Analysee-
inheit eingebrachten Einwegartikeln sowie zur Verarbei-
tung von Daten, die bei der Analyse einer flüssigen Probe
in einem Einwegartikel erhalten werden.
[0055] Das erfindungsgemäße Verfahren ist bevor-
zugt ein Verfahren zum Nachweis einer Nukleinsäurese-
quenz, noch bevorzugter ein diagnostisches Verfahren
zum Nachweis einer Nukleinsäuresequenz. Bei der Nu-
kleinsäuresequenz kann es sich um eine humane Se-
quenz oder die Sequenz eines Pathogens handeln.
[0056] Das Verfahren erfordert das Einbringen einer
flüssigen Probe in die Vorrichtung. Optional wird die Pro-
be zunächst in die offene Aufnahmekammer einge-
bracht. Sofern es sich um eine nicht flüssige Probe han-
delt, kann diese zunächst in eine flüssige Phase über-
führt werden. Es besteht auch die Möglichkeit, die Probe
bereits in der Aufnahmekammer oder zuvor mit analyti-
schem Reagenz zu vermischen. Anschließend kann der
Zugang der Aufnahmekammer zur Oberfläche der Vor-
richtung verschlossen werden.
[0057] Danach wird die flüssige Probe in die Denatu-
rierungskammer übertragen, optional kann sie zuvor in
einer Mischkammer mit analytischem Reagenz kontak-
tiert und/oder für die Übertragung in mehrere Sets an
Kammern portioniert werden. In der Denaturierungskam-

mer wird die Denaturierung durchgeführt (Schritt a). An-
schließend wird die flüssige Probe aus Schritt a) in die
Annealingkammer übertragen, und es wird darin das An-
nealing durchgeführt (Schritt b). Anschließend wird die
flüssige Probe aus Schritt b) in die Amplifikationskammer
übertragen, und es wird die Amplifikation durchgeführt
(Schritt c).
[0058] In einer bevorzugten Ausführungsform wird der
Reaktionszyklus umfassend die Schritte a), b) und c) wie-
derholt. Insgesamt werden bevorzugt wenigstens 5, 10,
15, 20, 30, 40 oder 45 Reaktionszyklen durchgeführt.
[0059] Schließlich wird die flüssige Probe, bevorzugt
aus dem zuletzt durchgeführten Schritt c), in die Ausle-
sekammer übertragen und dort ausgelesen. Nach dem
Auslesen kann sie durch Übertragen in die Abfallkammer
verworfen werden. Sofern wenigstens zwei Nachweisre-
aktionen in wenigstens zwei Sets Kammern durchgeführt
werden, werden diese bevorzugt zeitgleich oder wenigs-
tens zeitüberlappend durchgeführt, um die Gesamtdauer
des Verfahrens zu minimieren. Die Teile der flüssigen
Probe aus diesen wenigstens zwei Nachweisreaktionen
werden anschließend nacheinander in die Auslesekam-
mer übertragen und dort ausgelesen und anschließend
durch Übertragen in die Abfallkammer verworfen, we-
nigstens alle Teile der flüssigen Probe bis auf den letzten
Teil, der in der Auslesekammer verbleiben kann.
[0060] Die erfindungsgemäße Vorrichtung kann zwei
oder mehr Auslesekammern enthalten. Dabei können
Teile der flüssigen Probe aus unterschiedlichen Sets je-
weils umfassend eine Denaturierungskammer (5), eine
Amplifikationskammer (6) und eine Annealingkammer
(7) in unterschiedlichen Auslesekammern analysiert wer-
den, beispielsweise mit Mikroarrays, die sich durch die
darin enthaltenen Sonden und/oder Primer unterschei-
den. Alternativ kann eine Probe oder ein Teil einer Probe
in verschiedenen Auslesekammern analysiert werden.
[0061] Im Folgenden wird die Erfindung unter Bezug-
nahme auf die Figuren anhand von Ausführungsbeispie-
len erläutert. Die beschriebenen Ausführungsformen
sind in jeder Hinsicht lediglich beispielhaft und nicht als
einschränkend zu verstehen, und verschiedene Kombi-
nationen der angeführten Merkmale sind vom Umfang
der Erfindung umfasst.
[0062] Fig. 1 zeigt eine bevorzugte Ausführungsform
der erfindungsgemäßen analytischen Vorrichtung (1).
Diese weist eine mit einem Deckel (13) verschließbare
Aufnahmekammer (2) auf, in die eine Probe eingebracht
werden kann. Aus der Aufnahmekammer kann die Probe
in flüssiger Form in eine Mischkammer (3) überführt wer-
den.
[0063] Bei ihrer Ankunft kommt sie in der Mischkam-
mer mit einem analytischen Reagenz (4) in Kontakt, das
sich dabei in der flüssigen Probe auflöst. Das analytische
Reagenz weist bevorzugt alle für eine PCR-Reaktion er-
forderlichen Reagenzien bis auf die zu amplifizierende
Nukleinsäure auf, so dass - vorausgesetzt, dass die Pro-
be die Nukleinsäure enthält - nach dem Auflösen alle für
die Reaktion erforderlichen Reagenzien anwesend sind.
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[0064] Anschließend kann die flüssige Probe aufgeteilt
werden, und jeweils ein Teil gelangt in eine Denaturie-
rungskammer (5), die jeweils ein Teil eines Sets umfas-
send eine Denaturierungskammer (5), eine Amplifikati-
onskammer (6) und eine Annealingkammer (7) ist. Sämt-
liche Denaturierungskammern sind in einer Heizzone für
die Denaturierungskammern (8) angeordnet, analog
sämtliche Amplifikationskammern und sämtliche Anne-
alingkammern in der Heizzone für die Amplifikationskam-
mern (9) bzw. Heizzone für die Annealingkammern (10).
Die unterschiedlichen Sets können für unterschiedliche
Nachweisreaktionen spezifische Reagenzien enthalten.
Beispielsweise kann ein erstes Set ein erstes Primerpaar
enthalten und ein zweites Set ein anderes zweites Pri-
merpaar. Für alle Reaktionen benötigte unspezifische
Reagenzien können der Probe zuvor zugeführt werden,
beispielswese in der Mischkammer (3).
[0065] In der Folge kann eine PCR-Reaktion in der
Weise ausgeführt werden, dass die flüssige Probe zu-
nächst bei geeigneten Bedingungen in die Denaturie-
rungskammer eingebracht wird, dort anwesend ist und
sich Nukleinsäure-Doppelstränge lösen und Einzelsträn-
ge freigesetzt werden. Anschließend wird die Probe um-
fassend die Einzelstränge in die Annealingkammer über-
tragen und ist dort unter Bedingungen anwesend, die
das Annealen der Primer an die Einzelstränge gestatten.
Anschließend wird die flüssige Probe mit Einzelsträngen
und daran annealten Primern in die Amplifikationskam-
mer übertragen und ist dort unter Bedingungen anwe-
send, die ausgehend von den Primern das Amplifizieren,
d.h. die Synthese neuer Einzelstränge gestatten, die zu
den vorhandenen Einzelsträngen komplementär sind.
Anschließend kann die Probe für den Beginn eines neu-
en Amplifizierungszyklus umfassend die Schritte a), b)
und c) erneut in die Denaturierungskammer übertragen
werden.
[0066] Ist eine ausreichende Zahl von Amplifizierungs-
zyklen abgelaufen, so kann der Teil der Probe, der in
einem der Sets umfassend eine Denaturierungskammer
(5), eine Amplifikationskammer (6) und eine Annealing-
kammer (7) enthalten war, in die Auslesekammer (11)
übertragen werden. Dort erfolgt eine geeignete Nach-
weisreaktion, beispielsweise eine Fluoreszenzmessung,
mit der Nukleinsäurestränge nachgewiesen werden kön-
nen, die wenigstens einen fluoreszenzmarkierten Primer
enthalten und sich auf diese Weise von Nukleinsäuren
unterscheiden, die bereits in der ursprünglich in die Vor-
richtung eingebrachten Probe enthalten waren.
[0067] Nach Ablauf der Nachweisreaktion kann der in
der Auslesekammer enthaltene Teil der Probe durch
Übertragen in die Abfallkammer (12) verworfen werden.
Die Auslesekammer ist damit leer und steht bereit dafür,
dass ein Teil der Probe aus einem anderen Set in sie
übertragen und mit einer Nachweisreaktion untersucht
werden kann. Auf diese Weise können in der gleichen
Auslesekammer mehrere Teile der flüssigen Probe un-
tersucht werden.
[0068] Fig. 2 zeigt eine weitere bevorzugte Ausfüh-

rungsform der erfindungsgemäßen analytischen Vor-
richtung (1). Sie unterscheidet sich von der in Fig. 1 be-
zeigten Vorrichtung insbesondere dadurch, dass sie ei-
nen ringförmigen Kanal enthält, in dem die Denaturie-
rungskammer, Amplifikationskammer und Annealing-
kammer nicht in Form von geometrische abgegrenzten
Kammern bereitgestellt werden, sondern dadurch, dass
die flüssige Probe (14) in Form eines kompakten, zusam-
menhängenden Tropfens entlang des Ringes in die Heiz-
zone der Denaturierungskammer, Amplifikationskam-
mer bzw. Annealingkammer (8, 9 bzw. 10) übertragen
wird. Zusammen mit den Wänden des ringförmigen Ka-
nals bilden die Grenzflächen dieses Tropfens die Gren-
zen der Kammer aus, beispielsweise, wie hier abgebil-
det, die Denaturierungskammer (5).
[0069] In einer bevorzugten Ausführungsform können
mehrere ringförmige Kanäle senkrecht zur Papierebene
übereinander angeordnet sein; die Heizzonen verlaufen
dann bevorzugt ebenfalls senkrecht zur Papierebene, so
dass jeweils eine der Heizzonen mehrere ringförmige Ka-
näle jeweils an der entsprechenden Stelle auf die für die
Denaturierungskammer, Amplifikationskammer bzw.
Annealingkammer gewünschte Temperatur heizen kann
bzw. heizt.
[0070] Bei dieser bevorzugten Ausführungsform ver-
lässt die flüssige Probe während der PCR-Reaktion nie-
mals den ringförmigen Kanal. Sie wird an die jeweils ge-
rade benötigte Stelle des ringförmigen Kanals übertra-
gen, an der die für den auszuführenden Schritt a), b) oder
c) geeignete Temperatur herrscht. Auf diese Weise muss
kein Flaschenhals, d. h. eine besonders enge Stelle,
durchlaufen werden und die Geschwindigkeit der Über-
tragung der Probe zwischen den unterschiedlichen Kam-
mern kann maximiert werden.

Bezugszeichenliste:

[0071]

1 Analytische Vorrichtung
2 Aufnahmekammer
3 Mischkammer
4 Analytisches Reagenz
5 Denaturierungskammer
6 Amplifikationskammer
7 Annealingkammer
8 Heizzone für die Denaturierungskammern
9 Heizzone für die Amplifikationskammern
10 Heizzone für die Annealingkammern
11 Auslesekammer
12 Abfallkammer
13 Deckel
14 Flüssige Probe

Patentansprüche

1. Analytische Vorrichtung umfassend eine Denaturie-
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rungskammer, eine Amplifikationskammer und eine
Annealingkammer,
wobei die Temperatur der Denaturierungskammer
auf eine Temperatur zwischen 90 °C und 105°C ein-
gestellt werden kann, bevorzugt eingestellt ist,
wobei die Temperatur der Amplifikationskammer auf
eine Temperatur zwischen 60 °C und 80 °C einge-
stellt werden kann, bevorzugt eingestellt ist,
wobei die Temperatur der Annealingkammer auf ei-
ne Temperatur zwischen 40 °C und 67 °C eingestellt
werden kann, bevorzugt eingestellt ist,
und wobei die Vorrichtung so ausgestaltet ist, dass
eine flüssige Probe in die Denaturierungskammer
eingebracht werden kann und zwischen der Dena-
turierungskammer, der Amplifikationskammer, der
Annealingkammer und optional weiteren Kammern
hin und her übertragen werden kann.

2. Analytische Vorrichtung gemäß Anspruch 1, weiter
umfassend eine Aufnahmekammer mit einem Zu-
gang zur Oberfläche der diagnostischen Vorrich-
tung, über den eine Probe in die Aufnahmekammer
eingebracht werden und anschließend zu weiteren
Kammern übertragen werden kann.

3. Analytische Vorrichtung gemäß Anspruch 2, wobei
die Amplifikationskammer der Denaturierungskam-
mer nachgeschaltet ist und die Annealingkammer
der Amplifikationskammer.

4. Analytische Vorrichtung gemäß einem der Ansprü-
che 1 bis 3, wobei die Amplifikationskammer direkt
der Denaturierungskammer nachgeschaltet ist und
die Annealingkammer direkt der Amplifikationskam-
mer.

5. Analytische Vorrichtung gemäß einem der Ansprü-
che 1 bis 4, weiter umfassend ein analytisches Re-
agenz, das in der flüssigen Probe löslich ist, bevor-
zugt ein lyophilisiertes Reagenz.

6. Analytische Vorrichtung gemäß einem der Ansprü-
che 1 bis 5, wobei der Aufnahmekammer nachge-
schaltet und der Denaturierungskammer vorge-
schaltet, bevorzugt direkt vorgeschaltet, eine Misch-
kammer vorgesehen ist, die bevorzugterweise das
analytische Reagenz aufweist.

7. Analytische Vorrichtung gemäß einem der Ansprü-
che 1 bis 6, wobei die diagnostische Vorrichtung we-
nigstens zwei Sets von Kammern umfasst, jeweils
umfassend eine Denaturierungskammer, eine Am-
plifikationskammer und eine Annealingkammer,
und wobei bevorzugt der Aufnahmekammer nach-
geschaltet und der Denaturierungskammer vorge-
schaltet, besonders bevorzugt direkt vorgeschaltet,
eine Mischkammer vorgesehen ist, die bevorzugter-
weise das analytische Reagenz aufweist, und aus

der Mischkammer jeweils ein Teil einer flüssigen
Probe in eine Kammer des jeweiligen Sets übertra-
gen werden kann.

8. Analytische Vorrichtung nach Anspruch 7, wobei die
analytische Vorrichtung wenigstens eine Heizzone
aufweist, wobei die Denaturierungskammer, bevor-
zugt zusätzlich die Amplifikationskammern, noch be-
vorzugter zusätzlich die Annealingkammern der we-
nigstens zwei Sets jeweils auf einer Heizzone ange-
ordnet sind.

9. Analytische Vorrichtung nach einem der Ansprüche
1 bis 8, wobei die Vorrichtung eine Auslesekammer
aufweist , in die die flüssige Probe aus der Denatu-
rierungskammer, aus der Amplifikationskammer
oder der Annealingkammer übertragen werden
kann.

10. Analytische Vorrichtung nach einem der Ansprüche
1 bis 9, wobei die Auslesekammer wenigstens eine
immobilisierte Nukleinsäure umfasst.

11. Analytische Vorrichtung nach einem der Ansprüche
1 bis 10, wobei es sich bei der diagnostischen Vor-
richtung um einen Laborchip handelt.

12. Analyseeinheit geeignet zur Aufnahme der analyti-
schen Vorrichtung, bevorzugt umfassend die analy-
tische Vorrichtung, nach einem der Ansprüche 1 bis
11,
umfassend eine Heizvorrichtung, die so beschaffen
ist, dass in der Denaturierungskammer, Amplifikati-
onskammer und Annealingkammer und/oder in der
Heizzone für die Denaturierungskammern, Amplifi-
kationskammer bzw. Annealingkammern die erfor-
derliche Temperatur eingestellt werden kann bzw.
eingestellt ist
und/oder umfassend ein Mittel zum Auslesen einer
flüssigen Probe in der Auslesekammer der analyti-
schen Vorrichtung.

13. Verwendung der analytischen Vorrichtung nach ei-
nem der Ansprüche 1 bis 12 zur Untersuchung einer
flüssigen Probe mittels Polymerase-Kettenreaktion.

14. Verfahren umfassend die Schritte:

a) Einbringen einer flüssigen Probe in die De-
naturierungskammer der analytischen Vorrich-
tung nach einem der Ansprüche 1 bis 12, an-
schließend Denaturieren der Probe,
b) Übertragen der flüssigen Probe aus Schritt a)
in die Annealingkammer, anschließend Annea-
ling,
c) Übertragen der flüssigen Probe aus Schritt b)
in die Amplifikationskammer, anschließend Am-
plifizieren,
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d) optional Wiederholen der Schritte a), b) und
c),
e) optional: Übertragen der flüssigen Probe aus
Schritt c) oder d) in die Auslesekammer, an-
schließend Auslesen der flüssigen Probe.

15. Analytische Vorrichtung, Verwendung oder Verfah-
ren nach einem der Ansprüche 1 bis 14, umfassend
eine flüssige Probe, bevorzugt eine nukleinsäure-
haltige flüssige Probe oder eine Probe, die darauf
zu untersuchen ist, ob sie eine Nukleinsäure enthält.
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