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Abstract: The activity of individual genes is an important subject of analysis in molecular biology. Often, a PCR (polymerase
= chain reaction) or an RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction) is carried out in order to determine the activity of
@R individual genes. However, a complication associated with this is that the PCR is difficult to quantify. The invention is based on the
v concept of using the change in conductivity to be measured during the PCR as a marker for the progression of the PCR and for the
& quantification of the starting quantity of DNA. This apparatus determines the changes in conductivity "online" during the course of

a PCR by means of small microelectrodes which are immersed in the PCR solution. Using this parameter, the apparatus is able to
calculate the quantity of DNA or RNA before the conclusion of the PCR.

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]
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(57) Zusammenfassung: Eine in der Molekularbiologie wichtige Fragestellung ist die nach der Aktivitit einzelner Gene. Um
einzelne Gene in ihrer Aktivitdt zu bestimmen, wird hiufig eine PCR (Polymerasekettenreaktion) oder eine RT-PCR (reverse Trans-
kriptase Polymerase Kettenreaktion) durchgefiihrt. Eine Schwierigkeit besteht darin, da3 die PCR-Reaktion nur schwierig quantifi-
zierbar ist. Dieser Erfindung liegt die Uberlegung zugrunde die bei Ablauf der PCR-Reaktion zu messende Leitfahigkeitsinderung
als Marker fiir den Verlauf der PCR-Reaktion und die Quantifizierung der Ausgangs-DNA - Menge zu nutzen. Dieser Apparat
bestimmt wihrend dem Ablauf einer PCR-Reaktion "online" mittels kleiner Mikroelektroden, die in die PCR-L&sung eintauchen,
die Leitfahigkeitsinderungen. Aufgrund dieses Parameters ist der Apparat in der Lage die DNA bzw. RNA-Menge vor Ablauf der
PCR-Reaktion zu errechnen.
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Beschreibung:
KONDUKTIVITATS-PCR (Leitfahigkeits PCR)

Eine in der Molekularbiologie wichtige Fragestellung ist die nach der Aktivitat
einzelner Gene. Um einzelne Gene in ihrer Aktivitdt zu bestimmen wird haufig eine
PCR (Polymerasekettenreaktion) oder eine RT-PCR (reverse Transkriptase
Polymerase Kettenreaktion) durchgefiihrt. Eine Schwierigkeit besteht darin, daR die
PCR-Reaktion nur schwierig quantifizierbar ist, dal heil’t die Menge an DNA/RNA
vor Ablauf der PCR-Reaktion laRt sich nur abschéatzen.

Bisher Uibliche Apparate zur ,online* PCR farben entweder die im Verlauf der PCR
gebildete DNA oder verwenden floureszenzmarkierte Oligonucleotidprimer um den
Verlauf der PCR zu quantifizieren. Dabei ist ein aufwendiges optisches System zur
Messung der jeweiligen Fluoreszenzen nétig.

Dieser Erfindung liegt die Uberlegung zugrunde die bei Ablauf der PCR-Reaktion
entstehende Menge an Phosphat und die damit verbundene
Leitfahigkeitsanderungen als Marker fir den Verstarkungsfaktor der PCR-Reaktion
zu nutzen. Dieser Apparat bestimmt wahrend dem Ablauf einer PCR-Reaktion
,online" mittels kleiner Mikroelektroden, die in die PCR-L&sung eintauchen, den
Phosphatanstieg. Aufgrund dieses Parameters ist der Apparat in der Lage die DNA
bzw. RNA- Menge vor Ablauf der PCR-Reaktion zu errechnen.

Die Phosphatmenge wird dabei aufgrund ihrer guten spezifischen elektrischen
Leitfahigkeit und aufgrund ihres Anstiegs im Verlauf der Annealing und Extension-
phase der PCR als Marker zur Detektion gewahit. Anhand einer zuvor ermittelten
Eichkurve und der bestimmten MelRwerte kann anschlieRend ein Mikroprozessor die
Phosphatkonzentration nach Ablauf der PCR-Reaktion, den Verstarkungsfaktor der
PCR-Reaktion sowie die DNA- bzw. die RNA-Konzentration vor Beginn der PCR-
Reaktion errechnen. Dabei eignet sich der zeitliche Verlauf des
Leitfahigkeitsanstiegs als Funktion der Zyklenzahl und der Temperatur zur Ermittlung
der Ursprungskonzentration an DNA.

Vorteilhaft an dieser Erfindung ist, dal® mit der Leitfahigkeit direkt ein elektronisch
verwertbares Mal} verwendet wird. Zudem ist die Phosphatmenge ein besonders
empfindlicher Parameter. Die Leitfahigkeit &ndert sich dabei innerhalb eines jeden
Zyklus temperaturabhéngig entsprechend den drei Phasen (Annealing, Extension,
Denaturierung). Insgesamt nimmt die Leitfahigkeit dabei im Verlauf der PCR ab.

In der Annealingphase nimmt die Leitfahigkeit relativ stark ab. In den ersten circa
zehn Zyklen steigt die Leitfahigkeit linear (,lineare Phase®) bis zum ,Trashhold
Zyklus®. Dieser Zyklus eignet sich in besonderer Weise zur Quantifizierung der
Polymerasekettenreaktion. Ab dem Trashhold Zyklus beginnt die exponentielle
Phase. Diese ist durch eine summarische Leitfahigkeitsabnahme gekennzeichnet.
Dennoch bleibt auch hier wahend der Denaturierungsphase und der
Extensionsphase eine phasenweise Leitfahigkeitszunahme erhalten. Die
Leitfahigkeitsdnderungen der einzelnen Phasen eignen sich ebenfalls zur PCR-
Quantifizierung.

Moglicherweise binden bei der Annealingtemperatur viele Mononucleotide und viele
Magnesiumionen sowie andere lonen an die DNA. Mit Beginn der Extensionsphase
steigt die Leitfahigkeit kontinuierlich bis zum Ende der Extensionsphase an. Dieser
Anstieg wird vermutlich durch die Phosphatfreisetzung bewirkt. Und mu® gemessen
werden. An die Elongationsphase schlieRt sich die Denaturierung an, hier steigt die
Leitfahigkeit auf ein Maximum. Vermutlich dissoziieren in dieser Phase alle lonen ab.
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Erlauterung anhand eines Ausfiihrungsbeispiels: Zeichnung

1) Thermocycler

2) PCR-Reaktionsgefal

3) PCR-Reaktionslésung

4) Mikroelektroden zur Leitfahigkeitsmessung

5) Mikroprozessor zur Registrierung der LeitfahigkeitsmeRwerte
6) Kontakte
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Konduktivitats-PCR

Patentanspriiche

Unabhangiger Hauptanspruch:

1.) Ein Apparat zur Durchfihrung einer PCR-Reaktion (Polymerasekettenreaktion) in
einem sogenannten “Thermocycler”,

dadurch gekennzeichnet,

daf dieser Apparat ,online” wahrend dem Ablauf einer PCR-Reaktion mittels kleiner
in die PCR-L6sung eintauchender Mikroelektroden die Anderung der elektrischen
Leitfahigkeit der Losung kontinuierlich oder diskontinuierich (z.B. nur wihrend der
Annealing/Extension-phase oder nur wahrend der ersten Zyklen) verfolgt.

Abhénaige Nebenanspriiche:

2.) Ein Thermocycler nach Schutzanspruch 1)

dadurch gekennzeichnet,

daf dieser Thermocycler den Ubergang des linearen Leitfahigkeitsanstiegs zum
ersten Leitfahigkeitsabfall als trash-hold cycle zur Quantifizierung nutzt.

3.) Reaktionsgefalie zur Durchfiihrung einer Polymerasekettenreaktion,
dadurch gekennzeichnet,
dald Mikroelektroden in die verwendeten Reaktionsgefalie integriert sind.

4.) Eine Multi well Platte zur Durchfiihrung einer Polymerasekettenreaktion,
dadurch gekennzeichnet,
dafl? Mikroelektroden in die einzelnen Wells der multi well Platte integriert sind.

5.)Ein Thermocycler nach Schutzanspruch 1-4,

zusatzlich dadurch gekennzeichnet,

daR neben der elektrischen Leitfahigkeit auch noch die aktuelle Temperatur in der
Reaktionslésung gemessen wird, daR die verschiedenen bekannten Méglichkeiten
zur Heizung / Kuihlung (z.B. Luftheizung / Kiihlung oder Peltierelemente) Anwendung
finden und das Kontakte zur Verwendung der Reaktionsgefale nach
Schutzanspruch 3 und 4 vorhanden sind.

6.)Eine elektrische Apperatur,

dadurch gekennzeichnet,

daR diese die im Verlauf der Polymerasekettenreaktion gemessenen Parameter (es
sind dies die elekirische Leitfahigkeit, Temperatur, Zykluszahl und Zeit) registriert
und sinnvoll verknipft.

7.) Ein Thermocycler nach Schutzanspruch 1-4 mit der Méglichkeit zur
abschlieffenden Schmelzkurvenanalyse,

zusatzlich dadurch gekennzeichnet,

daR wahrend der Schmelzkurvenanalyse die elekirische Leitfahigkeit gemessen wird.
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