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(54) Bezeichnung: Mikrofluidisches System fiir die digitale Polymerasekettenreaktion (dPCR) einer biologischen

Probe

(57) Hauptanspruch: Mikrofluidisches System (1; 1") fir die
digitale Polymerase-Kettenreaktion dPCR einer biologi-
schen Probe, wobei das mikrofluidische System (1; 1')
umfasst:

mindestens eine mikrofluidische Vorrichtung (2) mit einem
Einlass (23), einem Auslass (24), einem Stromungskanal
(25), der zwischen dem Einlass (23) und dem Auslass (24)
angeordnet ist und den Einlass (23) mit dem Auslass (24)
verbindet, und einer Anordnung von Reaktionsbereichen
(26), die mit dem Strémungskanal (25) in Fluidverbindung
stehen;

einen Strémungskreislauf (3), der mit der mikrofluidischen
Vorrichtung (2) verbindbar ist, um Flissigkeit durch den
Stromungskanal (25) der mikrofluidischen Vorrichtung (2)
flieBen zu lassen;

eine Probenflussigkeitsquelle, die mit der mikrofluidische
Vorrichtung (2) verbindbar ist, um den Strdmungskanal (25)
und damit die Anordnung von Reaktionsbereichen (26) der
mikrofluidischen Vorrichtung (2) tber den Einlass (23) mit
einer Probenflissigkeit (27) zu versorgen;

eine primare Trennflussigkeitsquelle, die mit der mikrofluidi-
schen Vorrichtung (2) verbindbar ist, um den Strémungska-
nal der mikrofluidischen Vorrichtung (2) tber den Einlass
(23) mit anfanglicher Trennflissigkeit (28) zum Versiegeln
der Probenfliissigkeit (27) innerhalb der Anordnung von
Reaktionsbereichen (26) zu versorgen;

eine sekundare Trennflissigkeitsquelle (4), die mit der mik-
rofluidische Vorrichtung (2) verbindbar ist, um den Stro-
mungskanal (25) der mikrofluidischen Vorrichtung (2) tber
den Einlass (23) mit zusatzlicher Trennflissigkeit (29) zu
versorgen,

eine Pumpeinrichtung (31), die mit dem Strémungskreislauf
(3) verbunden und geeignet ist, die zusatzliche Trennflissig-
keit (29) durch den Strémungskanal (25) zu pumpen, und
eine Steuereinrichtung in Form einer speicherprogrammier-
baren Steuereinheit zum Ausfiihren eines computerlesba-
ren Programms mit Anweisungen zur Durchfiihrung von
Operationen, die eingerichtet ist, um die Pumpeinrichtung
(31) zu steuern, um die zusatzliche Trennflissigkeit (29)
bei Bedarf durch den Strdmungskanal (25) zu pumpen, um
Gasblasen aus dem Stromungskanal (25) zu spilen.
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Beschreibung
TECHNISCHES GEBIET

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich im All-
gemeinen auf das technische Gebiet der Probenana-
lyse, wie z.B. die Untersuchung chemischer oder bio-
chemischer Reaktionen, und insbesondere auf das
technische Gebiet der Hochdurchsatzanalyse biolo-
gischer Proben. Im Einzelnen betrifft die vorliegende
Erfindung ein mikrofluidisches System fur die digitale
Polymerase-Kettenreaktion (dPCR) einer biologi-
schen Probe. Im Einzelnen umfasst ein solches Sys-
tem eine mikrofluidische Vorrichtung mit einem Stré-
mungskanal, der in Fluidverbindung mit einer
Anordnung von Reaktionsbereichen steht, die oft
auch als Unterteilungen bezeichnet werden und als
Reaktionskammern oder Reaktionsgefalle, bei-
spielsweise in Form von Vertiefungen oder Mikrover-
tiefungen, umgesetzt sind, die als Reaktionsorte fur
chemische oder biologische Reaktionen mindestens
einer darin bereitgestellten biologischen Probe fun-
gieren, und wobei das System ein gewlnschtes
Thermocycling-Temperaturprofil in der mikrofluidi-
schen Vorrichtung so schnell und so zuverlassig wie
mdglich erreichen kann.

HINTERGRUND

[0002] Auf dem Gebiet der Diagnosetechnik fiir die
Untersuchung chemischer oder biochemischer
Reaktionen ist es ein Ziel, mehrere verschiedene
Untersuchungen an einer oder mehreren Testproben
auf derselben - vorzugsweise Einwegmikrofluidi-
schen Vorrichtung durchfihren zu kénnen, wodurch
Methoden zur unabhangigen Analyse einer oder
mehrerer Testproben mit mehreren verschiedenen
Reagenzien im Verlauf eines einzigen Analyseproz-
esses bereitgestellt werden. Als solche Testproben
werden in der Regel biologische Proben verwendet,
die haufig von medizinischem Personal von Patien-
ten zur Laboranalyse entnommen werden, z.B. zur
Bestimmung der Konzentrationen verschiedener
Komponenten in den entnommenen Proben. Dem-
entsprechend beziehen sich die Begriffe ,Probe®
und ,biologische Probe“ auf Material(ien), das/die
moglicherweise einen interessierenden Analyten
enthalt/enthalten, wobei die Probe aus einer beliebi-
gen biologischen Quelle stammen kann, wie z.B.
einer physiologischen Flussigkeit, einschlieBlich
Blut, Speichel, Augenlinsenflissigkeit, Zerebrospi-
nalfliissigkeit, Schweil3, Urin, Stuhl, Sperma, Milch,
Aszitesflussigkeit, Schleim, Synovialflissigkeit, Peri-
tonealflissigkeit, Amnionflissigkeit, Gewebe, kulti-
vierte Zellen oder dergleichen, wobei die Probe ins-
besondere im Verdacht steht, ein bestimmtes
Antigen oder eine Nukleinsaure zu enthalten.

[0003] Die meisten der bekannten chemischen, bio-
chemischen und/oder biologischen Assays beinhal-
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ten die Immobilisierung einer biologischen Probe,
wie oben erwahnt, innerhalb von Reaktionsorten
und die Durchfiihrung einer oder mehrerer Reaktio-
nen mit dem immobilisierten Probenmaterial, gefolgt
von einem quantitativen und/oder qualitativen Analy-
severfahren. Fur viele biologische, biochemische,
diagnostische oder therapeutische Anwendungen
ist es von wesentlicher Bedeutung, die Menge oder
Konzentration einer bestimmten Substanz oder Ver-
bindung in der biologischen Probe, d.h. des interes-
sierenden Analyten, genau bestimmen zu kénnen.
Um dieses Ziel so genau wie moglich zu erreichen,
wurden im Laufe der Jahre in diesem technischen
Bereich verschiedene Methoden entwickelt, wie z.B.
die weithin bekannte Polymerase-Kettenreaktion
(PCR), die die In-vitro-Synthese von Nukleinsduren
in einer biologischen Probe ermdglicht, wodurch ein
DNA-Segment spezifisch vervielfaltigt werden kann,
d.h. eine kostenglnstige Moglichkeit, kleine DNA-
oder RNA-Segmente in der Probe zu kopieren oder
zu amplifizieren. Die Entwicklung solcher Methoden
zur Vervielfaltigung von DNA- oder RNA-Abschnitten
hat enorme Vorteile bei der Genanalyse sowie bei
der Diagnose vieler genetischer Krankheiten oder
auch beim Nachweis der Viruslast gebracht.

[0004] In der Regel wird thermisches Zyklieren,
auch als Thermocycling bezeichnet, verwendet, um
die Reaktanten in der Probe innerhalb der Reaktions-
kammer zu erwarmen und abzukuhlen, um solche
DNA- oder RNA-Segmente zu amplifizieren, wobei
Laborgerate einschlieRlich Thermocyclern ublicher-
weise verwendet werden, um ein automatisches Ver-
fahren fiir diagnostische Assays auf der Grundlage
der PCR zu erreichen, bei dem wahrend einer PCR-
Durchfuhrung die flissigen PCR-Proben wiederholt
auf unterschiedliche Temperaturniveaus erwarmt
und abgekuhlt werden missen und fir eine
bestimmte Zeit auf verschiedenen Temperaturplate-
aus gehalten werden mussen. Bei einem typischen
PCR-Verfahren wird beispielsweise eine bestimmte
Zielnukleinsaure durch eine Reihe von Wiederholun-
gen eines Zyklus von Schritten amplifiziert, bei denen
die in der Reaktionsmischung vorhandenen Nuklein-
sauren (a) bei relativ hohen Temperaturen denatu-
riert werden, beispielsweise bei einer Denaturie-
rungstemperatur von mehr als 90 °C, in der Regel
etwa 94 °C bis 95 °C, um die doppelstrangige DNA
abzutrennen, dann b) das Reaktionsgemisch auf
eine Temperatur abgekuhlt wird, bei der kurze Oligo-
nukleotid-Primer an die einzelstrangige Zielnuklein-
saure binden, beispielsweise bei einer Hybridisie-
rungstemperatur von etwa 52 °C bis 56 °C zur
Primerbindung an die getrennten DNA-Strange, um
Templates bereitzustellen (Annealing bzw. Hybridi-
sierung), und anschlie@Bend (c) werden die Primer
mit Hilfe eines Polymerase-Enzyms verlangert, z.B.
bei einer Verlangerungstemperatur von etwa 72 °C
zur Bildung neuer DNA-Strange, so dass die
urspringliche Nukleinsauresequenz repliziert wird.
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Wiederholte Zyklen von Denaturierung, Hybridisie-
rung und Elongation, in der Regel etwa 25 bis 30 wie-
derholte Zyklen, fiihren zu einem exponentiellen
Anstieg der in der Probe vorhandenen Menge an
Zielnukleinsdure. Um nun solche Temperaturplate-
aus wahrend des Thermocyclings genau einhalten
zu kdénnen, sollte eine gleichmalige Temperaturver-
teilung Uber die Reaktionszone aufrechterhalten wer-
den, so dass alle Reaktionsbereiche gleichmaRig
erhitzt und abgeklhlt werden kdnnen, um eine
gleichmaRige Probenausbeute zwischen den Reak-
tionsbereichen, die die Probe enthalten, zu erhalten.
Far die Durchfihrung einer reguldren PCR-Methode
kénnen allgemein bekannte Thermocycling-Gerate,
wie z.B. Thermocycler / Thermozyklierer, zur Verviel-
faltigung von DNA-Abschnitten verwendet werden,
die im Wesentlichen aus einer Halterung zur Auf-
nahme der Proben, oft auch als Probentemperierhal-
terung bezeichnet, und einer an der Halterung
angebrachten Warmepumpe bestehen, wobei die
Warmepumpe haufig in Form einer Kombination
aus einem Peltier-Element, das zur aktiven Erwar-
mung und Kihlung der Halterung und damit zur akti-
ven Steuerung der den Proben zugeflhrten Tempe-
ratur dient, und einer entsprechenden Warmesenke,
die mit dem Peltier-Element thermisch gekoppelt ist,
um die Warme abzufihren und beispielsweise in die
Umgebung zu leiten, vorgesehen ist.

[0005] Generell besteht die Notwendigkeit, diagnos-
tische Tests immer schneller, kostengunstiger und
einfacher durchzufiihren und dabei eine hohe Prazi-
sion bei gleichzeitiger Steigerung der Effizienz her-
kémmlicher Laborprozesse zu erreichen. Ein beson-
deres Beispiel fir die genannten Methoden zur
Vervielfaltigung von DNA- oder RNA-Segmenten,
die im Mittelpunkt der vorliegenden Erfindung ste-
hen, ist die digitale Polymerase-Kettenreaktionsme-
thode, auch als digitale PCR oder dPCR bezeichnet,
die eine biotechnologische Weiterentwicklung der
oben beschriebenen herkdmmlichen PCR-Methode
darstellt und zur direkten Quantifizierung und klonier-
enden Vervielfaltigung von Nukleinsauren, ein-
schliellich DNA, cDNA oder RNA, verwendet wer-
den kann. Dabei liegt der wesentliche Unterschied
zwischen dPCR und herkémmlicher PCR im Wesent-
lichen in der Methode zur Messung der Nukleinsau-
remengen, da die herkémmliche PCR eine Reaktion
pro Einzelprobe durchfiihrt, wahrend die dPCR eine
einzelne Reaktion innerhalb einer Probe durchfihrt,
die in eine groRe Anzahl von Partitionen aufgeteilt ist,
welche in einer entsprechend groRen Anzahl von
Reaktionsbereichen bereitgestellt werden, wobei
die Reaktion in jedem Reaktionsbereich einzeln
durchgefiihrt wird, so dass eine zuverlassigere
Erfassung und empfindlichere Messung der Nuklein-
sauremengen moglich wird. Dementsprechend wur-
den erhebliche Anstrengungen unternommen, um
eine Miniaturisierung und Integration verschiedener
Assay-Vorgange zu erreichen, um die Anzahl der
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parallelen Assays auf einer einzigen Tragervorrich-
tung zu erhdhen. Als Beispiel fir eine solche einzel-
nen Tragervorrichtung wurden mikrofluidische Vor-
richtungen, wie mikrofluidische Chips, entwickelt,
die Mikrokanale und Mikroreaktionsbereiche aufwei-
sen, welche Proben im Mikroliter- oder Nanoliter-
Maflstab in Form von stromungsfahiger Probenflis-
sigkeit, wie z.B. wassriger Probenflussigkeit, aufneh-
men. Reagenzien im Mikrolitermalistab, die typi-
scherweise im Voraus in ein Array kleiner
Vertiefungen, d.h. Mikrovertiefungen oder Nanover-
tiefungen, die als Reaktionsbereiche auf dem mikro-
fluidischen Chip vorgesehen sind, gefillt werden,
werden darin platziert, um mit einem Strom von Pro-
benflussigkeit, der durch einen Strémungskanal
flieRt, in Kontakt zu treten, wobei jede Art von
Assay von den Reagenzien, die in das Array von
Reaktionsbereichen geladen werden, sowie von der
Konfiguration von Durchflusskanalen und Detektoren
abhangt, wobei das Einfiillen von Probenflissigkeit
in den mikrofluidischen Chip durch Pipettieren der
Probenflussigkeit in den Chip erfolgen kann. Diese
fortschrittliche Technologie ermdglicht die gleichzei-
tige Durchfuhrung einer Vielzahl von Tests in einem
miniaturisierten Maf3stab. Die meisten dieser chemi-
schen, biochemischen und/oder biologischen
Assays zielen auf die Immobilisierung biologischer
Materialien wie Polypeptide und Nukleinsauren, Zel-
len oder Gewebe in den Vertiefungen und die Durch-
fuhrung einer oder mehrerer Reaktionen mit dem
immobilisierten Material ab, gefolgt von einem quan-
titativen und/oder qualitativen Analyseverfahren, wie
z.B. Lumineszenztestmessungen. Zur Veranschauli-
chung zeigt Fig. 3A eine Draufsicht auf ein Beispiel
eines bekannten Mikrofluidik-Chips 6 in schemati-
scher Weise, und Fig. 3B zeigt den Chip 6 von
Fig. 3A in einer Querschnittsansicht entlang einer
Linie A-A in Fig. 3A. Der mikrofluidische Chip 6
besteht aus einer unteren Platte 61 und einer oberen
Platte 62, d.h. einem sogenannten zweischichtigen
mikrofluidischen Chip, wobei die obere Platte 62
einen Einlass 63 fur die Einfuhrung von Flussigkeit
in den Chip und einen Auslass 64 fir den Austritt
von Flussigkeit aus dem Chip bereitstellt und die
Kombination aus unterer Platte 61, d.h. der unteren
Schicht des Chips, und oberer Platte 62, d.h. der
oberen Schicht des Chips, bildet dazwischen einen
Stréomungskanal 65, der den Einlass 63 mit dem Aus-
lass 64 verbindet, wobei eine Anordnung von Mikro-
vertiefungen 66 in dem Stromungskanal 65 an seiner
Oberseite, d.h. an der Innenseite der oberen Platte
62, vorgesehen ist. Hier wird beim Einflllen einer
Probenflissigkeit durch den Einlass 63 in den Stro-
mungskanal 65 in Richtung des Auslasses 63 die
Probenflissigkeit in jedes Element der Anordnung
von Mikrovertiefungen 66 eingefillt, wenn die Pro-
benflussigkeit entlang der Anordnung von Mikrover-
tiefungen stromt.
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[0006] Wenn jedoch die Reaktionskammervolumina
tatsachlich zu mikrofluidischen Strukturen einer mik-
rofluidischen Vorrichtung miniaturisiert werden, um
die gewlnschten kleinen Abmessungen zu erzeu-
gen, nehmen mehrere bereits bekannte Probleme
zu, wie z.B. Probleme im Zusammenhang mit dem
vergréRerten Verhaltnis von Oberflache zu Volumen
oder der unerwinschten Verdampfung von Proben-
flussigkeit und insbesondere der unerwinschten
Erzeugung von Gasblasen in der FlUssigkeit, die in
der mikrofluidischen Vorrichtung bereitgestellt wird
oder durch diese stromt. Gasblasen in einer FlUssig-
keit innerhalb einer mikrofluidischen Struktur kbnnen
ein schwerwiegendes Problem darstellen, da Gas-
blasen, die durch ein mikrofluidisches System zirku-
lieren, -als Nebenaspekt- nicht nur die mikrofluidi-
sche Struktur jeder Art von Sensor, der darin
verwendet wird, beschadigen kénnen, sondern vor
allem auch die interessierende biologische Probe
schadigen kdnnen, da sie eine unerwiinschte Vermi-
schung von Proben in benachbarten Mikrovertiefun-
gen verursachen, was zu Kreuzkontaminationen und
damit zu erheblichen experimentellen Fehlern und
falschen Testergebnissen fuhrt. Gasblasen kénnen
beispielsweise zu experimentellen Fehlern an Chro-
matographiesaulen fihren, indem sie die Reaktions-
komponenten innerhalb der Reaktionsbereiche aus-
trocknen lassen. AuRerdem kdnnen Gasblasen die
optische Erkennung der Reaktionsbereiche und der
darin ablaufenden Reaktionen stark beeintrachtigen,
was zu fehlgeschlagenen Assays flhren kann. Ins-
besondere bei der Durchflihrung der dPCR von Pro-
ben in der mikrofluidischen Vorrichtung neigen Gas-
blasen, wie z.B. Luftblasen, dazu, haufig
vorzukommen, aufgrund verschiedener Grinde, wie
folgt:

(a) beim Beflllen der mikrofluidischen Vorrich-
tung mit Probenflissigkeit und Trennflissigkeit
kdnnen Gasblasen in der mikrofluidischen Vor-
richtung eingeschlossen werden;

(b) wahrend des Thermocyclings kdnnen
anfanglich eingeschlossene Gasblasen (siehe
(a)) aufgrund der Verdampfung der Probenfliis-
sigkeit wachsen; oder

(c) durch die Verdampfung der Probe kdnnen
neue Gasblasen entstehen.

[0007] Zur Veranschaulichung der erwdhnten Gas-
blasenbildung und des Gasblasenwachstums ist in
den Fig. 4A bis Fig. 4D ein mikrofluidischer Chip 7
im Querschnitt schematisch dargestellt, wobei der
Chip 7 in eine entsprechende, ebenfalls nur schema-
tisch dargestellte Thermocycling-Vorrichtung einge-
setzt ist. Der mikrofluidische Chip 7 hat eine dhnliche
Struktur wie der mikrofluidische Chip 6 aus Fig. 3A &
Fig. 3B, d.h. mit einer unteren Platte 71 und einer
oberen Platte 72, und mit einem Einlass 73, einem
Auslass 74 und einem Stromungskanal 75, der den
Einlass 73 mit dem Auslass 74 verbindet, wobei in
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dem Strémungskanal 75 an seiner Oberseite, d.h.
an der Innenseite der oberen Platte 72, eine Anord-
nung von Reaktionsbereichen 76 in Form von Mikro-
vertiefungen vorgesehen ist. Dabei ist die Anordnung
der Reaktionsbereiche 76 bereits mit Probenflissig-
keit 77 gefillt und eine Trennflissigkeit 78 in den
Strdmungskanal 75 eingebracht worden, die die Pro-
benflissigkeit 77 innerhalb der Reaktionsbereiche
versiegelt und den Strémungskanal 75 vom Einlass
73 bis zum Auslass 74 fullt. Um ein Thermocycling
des mikrofluidischen Chips 7 durchflihren zu kénnen,
ist der Chip 7 in der Thermocycling-Vorrichtung in
Form eines sogenannten Plattenzyklierers 8 ange-
ordnet, d.h. eines Thermocyclers oder Thermozyklie-
rers mit einer unteren Heizung 81 und einer oberen
Heizung 82, die durch erwarmbare Platten, auch
Heizplatten genannt, realisiert sind. In Fig. 4A ist
der mikrofluidische Chip 7 in einem unbeheizten
Zustand der Heizelemente 81, 82 dargestellt, wobei
beim Beflllen der mikrofluidischen Vorrichtung 7 mit
Probenflussigkeit 77 und/oder Trennflissigkeit 78
versehentlich eine Gasblase 91, z.B. eine Luftblase
0.4., in den Strémungskanal 75 unmittelbar unterhalb
der Anordnung der Reaktionsbereiche 76 einge-
bracht wurde.

[0008] Dementsprechend kénnen wahrend des
Beflllens ,anfangliche* Gasblasen 91 im Inneren
des Chips 7 eingeschlossen werden, z.B. in der in
einer Mikrovertiefung bzw. in einem Mikrowell befind-
lichen Probenflissigkeit, oder in Abdichtflissigkeit
bzw. Trennflissigkeit, die sich im Strémungskanal
des Chips 7 befindet. Wie in Fig. 4B zu sehen ist, in
der zumindest der Bodenheizer 81 eingeschaltet
wurde, um eine Heiztemperatur von >50 °C zu errei-
chen, wachst die bereits eingefiihrte Gasblase 91
aufgrund der Verdampfung der Probenfliissigkeit 77
innerhalb der Anordnung bzw. des Arrays der Reak-
tionsbereiche 76. AuRerdem bildet sich eine neue
Gasblase 92 aufgrund der unerwtinschten Verdamp-
fung der Probenflissigkeit 77 innerhalb der Anord-
nung der Reaktionsbereiche 76. Hier kann die neue
Gasblase 92 wahrend der Temperierung in jedem der
Reaktionsbereiche entstehen und wachsen und aus
diesem in den Strémungskanal 75 austreten. In
Fig. 4C ist ein fortschreitendes Wachstum der Gas-
blasen 91, 92 aufgrund einer unerwiinschten Ver-
dampfung der Probenflissigkeit 77 zu erkennen,
wobei der Stromungskanal 75 ein Blasenwachstum
entlang seiner Erstreckung zeigt, so dass die wach-
senden Gasblasen 91, 92 die Trennflussigkeit 78 all-
mahlich aus dem Stréomungskanal 75 und damit aus
dem Einlass 73 und dem Auslass 74 herausdricken,
hier durch entsprechende Pfeile dargestellt. Dadurch
drangen die wachsenden Gasblasen 91, 92 die
Trennflussigkeit 78 aus den Mikrovertiefungen, was
dazu fuhrt, dass die Probenfliussigkeit 77 in den Mik-
rovertiefungen leichter verdampfen kann. Auch kon-
nen sich die wachsenden Gasblasen 91, 92 uber
mehr als eine Mikrovertiefung erstrecken, d.h. die
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Blasen 91, 92 koénnen die Trennflissigkeit 78 von
mehreren Mikrovertiefungen wegdriicken und damit
diese Mikrovertiefungen insgesamt ,freilegen®, so
dass der Inhalt einer Mikrovertiefung in eine benach-
barte Mikrovertiefung Ubergehen kann. Bei weiter
fortschreitender Erwarmung durch den Thermocycler
kénnen die Blasen 91, 92 weiter wachsen und auch
zu einer groflen Gasblase 93 verschmelzen, siehe
Fig. 4D, was dazu fihrt, dass die verschmolzene
und weiter wachsende Gasblase 93 die Trennfllssig-
keit 78 allmahlich weiter aus dem Strémungskanal 75
und damit weiter aus dem Einlass 73 und dem Aus-
lass 74 herausdrangt, was wiederum durch entspre-
chende Pfeile dargestellt ist. Durch die in den Fig. 4A
bis Fig. 4D dargestellte Entwicklung 4A bis 4D, ins-
besondere in Fig. 4D, ist deutlich zu erkennen, dass
die Trennflissigkeit 78 durch unerwiinschte Gasbla-
senbildung und -wachstum fast vollstdndig von der
Anordnung der Reaktionsbereiche 76 weggedrickt
wird, wodurch die Trennwirkung der Trennflissigkeit
78 aufgehoben wird. Dementsprechend werden die
Reaktionskomponenten in der Probenflissigkeit 77,
die sich innerhalb der Anordnung der Reaktionsbe-
reiche 76 befindet, durch die Trennflissigkeit 78
nicht weiter konserviert und kdnnen daher austrock-
nen. Mit anderen Worten: Fig. 4A bis Fig. 4D zeigen,
dass wahrend des Thermocyclings ,anféngliche®
Gasblasen 91 und neu entstehende Gasblasen 92
aufgrund der Verdampfung der innerhalb der Reak-
tionsbereiche 76 vorgesehenen Probenflissigkeit 77
wachsen kdnnen, wobei das Gasblasenwachstum so
lange anhalt, bis der Strémungskanal 75 und/oder
der in Form der Anordnung der Reaktionsbereiche
76 vorgesehene Messbereich weitgehend entleert
ist. Dementsprechend kann es aufgrund der Entfer-
nung der Trennflissigkeit 78 durch die Gasblasen
91, 92, 93 zu einer Kreuzkontamination zwischen
benachbarten Reaktionsbereichen kommen. Aul3er-
dem kdnnen die Gasblasen 91, 92, 93 die Scherbe-
lastung fur das biologische Probenmaterial innerhalb
der Reaktionsbereiche 76 erhdhen, da sich die Zell-
membranen unter der Kraft der so erzeugten uner-
winschten Flussigkeits-Luft-Grenzflache dehnen.
Daruber hinaus kénnen die Gasblasen, wie bereits
erwahnt, ein erhebliches Problem flir die optische
Erkennung der Reaktionsbereiche und der darin
stattfindenden Reaktionen darstellen, was im
Wesentlichen zu einem fehlgeschlagenen Assaytest
fuhrt, der mit allen Mitteln vermieden werden muss.
Daher ist die Beseitigung oder Vermeidung von Gas-
blasen eine grofle Herausforderung auf dem vorlie-
genden technischen Gebiet.

[0009] Bislang gab es verschiedene Ansatze, um
das Problem der Gasblasen im Strémungskanal
einer mikrofluidischen Vorrichtung zu I6sen. Wie bei-
spielsweise in EP 2 830 769 A1 beschrieben, besteht
eine Lésung fur das Problem der Gasblasen darin, zu
verhindern, dass wahrend des Befillens Gasblasen
in die mikrofluidische Vorrichtung gelangen, indem
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bestimmte mikrofluidische Strukturen nach einem
Einlass vorgesehen werden, wie z.B. die Bereitstel-
lung eines Schlitzes, der entlang einer gesamten
Kante eines Substrats ausgebildet ist, durch den
Flussigkeiten von einem Einlassverteiler durch den
Schlitz, im Wesentlichen um die gesamte Kante des
Substrats herum, und in eine Reaktionskammer bei
gleichem Druck und ohne Gasblasen flieRen kénnen.
Ein wesentlicher Nachteil einer solchen L&sung
besteht jedoch darin, dass dann, wenn solche mikro-
fluidischen Strukturen nicht verhindern, dass Gasbla-
sen in die mikrofluidische Vorrichtung eindringen, die
Gasblase in der Reaktionskammer landen und auf-
grund der Verdampfung der Probe bei erhdhter
Zyklustemperatur wachsen kann, ohne dass eine
Moglichkeit besteht, die eingetretene Gasblase zu
entfernen. Aullerdem kann eine neue Gasblase
durch die Verdampfung der Probe bei erhdhten
Zyklustemperaturen entstehen, was dazu fiuhrt,
dass die dPCR-Methode fehlschlagt. Dementspre-
chend koénnen auch dann, wenn die bekannte
Loésung ein Eindringen von bereits vorhandene Gas-
blasen in die mikrofluidische Vorrichtung mehr oder
weniger effektiv verhindern kann, dennoch eintre-
tende Gasblasen oder neu erzeugte Gasblasen wah-
rend des Thermocyclings nicht gehandhabt werden.

[0010] Eine andere LOsung fiir das Problem der
Gasblasen ist beispielsweise aus der
US 2005/0009101 A1 bekannt, in der mikrofluidische
Kassetten oder Vorrichtungen beschrieben werden,
mit denen eine Reihe von Manipulationen an einer
Probe vorgenommen werden kénnen, die letztend-
lich zum Nachweis oder zur Quantifizierung des Ziel-
analyten flhren, wobei ein Lichtleiter vorgesehen ist,
der die Detektion von in Hybridisierungsflussigkeit
oder Waschpuffer gebildeten Blasen ermdglicht,
und wobei eine Walze in funktioneller Beziehung zu
einer flexiblen Schicht im Sinne einer peristaltischen
Interaktion vorgesehen ist, um jegliche detektierten
Blasen zu entfernen, wobei ein elastomeres Material
der flexiblen Schicht als peristaltisch wirkendes
Material verwendet wird. Dementsprechend ist die
vorgesehene Ldsung auf eine Art des Herausdri-
ckens von Blasen jeglicher Art aus der mikrofluidi-
schen Vorrichtung gerichtet, die jedoch ein elastome-
res fluidisches Chipmaterial erfordert. Eine solche
Lésung wird jedoch als nicht geeignet fur einen
dPCR-Chip angesehen, da die Handhabung und
Beflllung eines solchen flexiblen Chipmaterials inef-
fektiv und nur ungenau ist, und die Oberflachenmo-
difizierbarkeit sowie die optische Qualitat eines sol-
chen Materials im Vergleich zu den Ublicherweise
verwendeten unflexiblen Chipmaterialien schlecht
ist.

[0011] Als weitere Losung fiir das Problem der Gas-
blasen im Inneren einer mikrofluidischen Vorrich-
tung, die durch das Verdampfen der Probenflissig-
keit verursacht werden, kann Druck auf die
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mikrofluidische Vorrichtung ausgelibt werden, wie es
beispielsweise in der US 2005/0148066 A1 beschrie-
ben ist, bei der eine Vorrichtung zur Durchflihrung
mehrerer gleichzeitiger chemischer und biochemi-
scher Reaktionen in Mikrovolumina in einem Array-
Format offenbart wird. Hier wird die Vorrichtung in
einem Thermocycler mit einer Rille quer Uber die
Oberflache thermisch zyklisiert, so dass ein diinner
Mikrolochchip in die Rille eingesetzt und thermisch
zyklisiert werden kann, wobei ein diinnes warmelei-
tendes Silikonkissen verwendet werden kann, um
sowohl thermischen Kontakt als auch Druck auf die
Oberflachen des Mikrolochchips auszuiben, um die
Verdampfung der Proben innerhalb des Arrays und
somit die Erzeugung oder das Wachstum von Gas-
blasen zu verhindern. Ein wesentlicher Nachteil einer
solchen Ldsung ist die hdhere Komplexitat der
gesamten Instrumentenstruktur sowie die zusatzli-
che strukturelle Komplexitat, die durch die Anwen-
dung von Druck auf den Chip erforderlich ist.

[0012] Daher besteht auf dem technischen Gebiet
der dPCR-Tests der allgemeine Bedarf, ein mikroflui-
disches System und ein entsprechendes Verfahren
fur die dPCR einer biologischen Probe bereitzustel-
len, das eine verbesserte Losung zur Vermeidung
und/oder Entfernung von Gasblasen innerhalb des
Stromungskanals aufweist, wahrend die Thermocyc-
ling-Effizienz des mikrofluidischen Systems erhalten
bleibt oder sogar verbessert wird.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0013] Die Erfinder der vorliegenden Erfindung
konnten bestatigen, dass Gasblasen schwerwie-
gende Probleme im Hinblick auf den erfolgreichen
Abschluss des Thermocyclings der Proben verursa-
chen kénnen und somit zu einem erheblichen Versa-
gen des Assays fuhren konnen. Es hat sich auch
herausgestellt, dass die bisher vorgeschlagenen
Lésungen im Hinblick auf die Vermeidung solcher
Gasblasen nicht ausreichend oder zufriedenstellend
sind. Insbesondere waren die im Stand der Technik
bereits vorgeschlagenen Lésungen (siehe oben) ent-
weder zu kostspielig oder nicht ausreichend, um
reproduzierbare Testergebnisse zu erzielen. Das
Einbringen von Gasblasen in einen Stromungskanal
einer mikrofluidischen Vorrichtung sowie die Entste-
hung neuer Gasblasen und das Gasblasenwachs-
tum wahrend der Temperierung mussen demnach
vermieden werden, so dass eine neue und verbes-
serte Losung erforderlich wurde. So wurde von den
Erfindern eine neue und erfinderische Lésung entwi-
ckelt, die im Wesentlichen auf der Idee beruht,
bereits vorhandene oder entstehende Gasblasen
durch ,Spllen“ des mikrofluidischen Chips mit
Abtrennflissigkeit bzw. Abdichtungsflissigkeit, d.h.
mit Trennflissigkeit, zu entfernen, da Trennflissig-
keit - wenn sie durch den Strémungskanal gestromt
wird - jegliche Gasblasen zuverlassig durch den Stro-
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mungskanal und aus der Auslasséffnung eines mik-
rofluidischen Chips spulen kann. Damit 16st die vor-
liegende Erfindung die oben beschriebenen
Probleme mit einer vereinfachten und effektiveren
Vermeidung und/oder Entfernung von Gasblasen in
einem Strdmungskanal einer mikrofluidischen Vor-
richtung innerhalb eines mikrofluidischen Systems
bei gleichzeitiger Verbesserung der Effizienz des
Thermocyclings.

[0014] Gemal einem ersten Aspekt der vorliegen-
den Erfindung wird ein mikrofluidisches System fir
die dPCR einer biologischen Probe bereitgestellt,
das beispielsweise zur Untersuchung einer biologi-
schen Probe, die in Form einer Probenflussigkeit,
wie einer polaren wassrigen Probenlésung, bereitge-
stellt wird, auf einzelne Reaktionsbereiche eines
Arrays von Reaktionsbereichen verwendet wird,
wobei das mikrofluidische System mindestens eine
mikrofluidische Vorrichtung mit einem Einlass,
einem Auslass, einem Strémungskanal, der den Ein-
lass mit dem Auslass verbindet, und einem Array von
Reaktionsbereichen in Fluidkommunikation mit dem
Stromungskanal umfasst. Dabei kann die mikrofluidi-
sche Vorrichtung eine Struktur aufweisen, die aus
mindestens einer oberen Schicht und einer unteren
Schicht besteht, wobei entweder die obere Schicht
oder die untere Schicht die Anordnung von Reak-
tionsbereichen, den Einlass und den Auslass bereit-
stellen kann. Der Strdmungskanal ist zwischen der
oberen Schicht und der unteren Schicht ausgebildet
und steht in Fluidverbindung mit dem Array von
Reaktionsbereiche, das in Form von Mikrowells
oder Nanowells ausgeflhrt sein kann, wodurch die
mikrofluidische Vorrichtung beispielsweise zu einem
mikrofluidischen Chip wird. Die Breite des gesamten
Stromungskanals, auch als Pfadbreite bezeichnet,
kann beispielsweise in einem Bereich zwischen 6
mm und 7 mm liegen, beispielsweise bei 6,4 mm,
was in der Regel Platz in der Breite fir etwa 60 bis
100 Wells nebeneinander, d.h. in einer Querrichtung
des Stromungskanals, bietet. Dartiber hinaus kann
die Querschnittsflache einer Offnung jeder Vertie-
fung kreisférmig, oval oder polygonal, z.B. sechs-
eckig, geformt sein. Bei einer polygonalen Form der
Well6ffnung und insbesondere bei einer sechsecki-
gen Form der Welléffnung ist es mdéglich, die Welloff-
nungen mit einem geringeren Abstand zueinander
anzuordnen, d.h. eine hdhere Dichte der Verteilung
der Welléffnungen im Strémungskanal zu erreichen.
Dementsprechend kann die Anzahl der Wells bzw.
der Vertiefungen in der Anordnung der Vertiefungen
der Platte weiter maximiert werden. Darlber hinaus
kann die Breite der Welléffnung, einschlief3lich eines
Zwischenraums zwischen den Wells, 60 ym < w <
110 ym betragen, beispielsweise 62 pm (flr eine
kleine Vertiefung) <w < 104 um (fiir eine grofRe Ver-
tiefung). Ferner umfasst das mikrofluidische System
einen Strémungskreislauf, der mit der mikrofluidi-
schen Vorrichtung verbunden werden kann, um Flis-
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sigkeit durch den Strédmungskanal der mikrofluidi-
schen Vorrichtung strémen zu lassen, und eine Pro-
benflissigkeitsquelle, die mit der mikrofluidischen
Vorrichtung verbunden werden kann, um die mikro-
fluidische Vorrichtung mit einer Probenflissigkeit zu
versorgen, zum Beispiel mittels des Stromungskreis-
laufs. Als Material fur die mikrofluidische Vorrichtung,
d.h. fur die Vorrichtungsschichten, kdnnen Materia-
lien wie z.B. zyklisches Olefin-Copolymer (COC),
zyklisches Olefin-Polymer (COP) o0.4. verwendet
werden, wobei die Verwendung von COP z.B. aus
Kostengrinden bevorzugt ist. Weiterhin kann der
Stromungskreislauf mittels eines Schlauchsystems,
beispielsweise eines flexiblen Schlauchsystems,
bestehend aus einem oder mehreren flexiblen
Schlduchen, realisiert werden, wobei die Schlduche
aus einer Innenschicht aus Ethylen-Propylen-Dien-
Monomer (EPDM)-Kautschuk und einer Auflen-
schicht aus Nitril-Butadien (NBR)-Kautschuk herge-
stellt sein kdnnen, mdglicherweise auch mit einem
synthetischen Netz verstarkt, oder allgemein aus
EPDM, NBR, fluoriertem Ethylen-Propylen-Polymer
(FEP), Polytetrafluorethylen (PTFE), Polyvinylchlorid
(PVC), Polyethersulfon (PES), Fluorelastomer
(FKM), Silikon bestehen und zuséatzlich mit einem
warmeisolierenden Material ummantelt sein kénnen.

[0015] Darlber hinaus umfasst das mikrofluidische
System der vorliegenden Erfindung eine primare
Trennflissigkeitsquelle, die mit der mikrofluidischen
Vorrichtung verbunden werden kann, um die mikro-
fluidische Vorrichtung mit anfanglicher oder priméarer
Trennflissigkeit zum Abdichten der Probenflissig-
keit innerhalb der Anordnung von Reaktionsberei-
chen zu versorgen, wobei die anfangliche Trennflls-
sigkeit eine untemperierte Trennflissigkeit sein
kann, d.h. eine nicht erhitzte Trennflussigkeit, die bei-
spielsweise bei oder in etwa bei Umgebungstempe-
ratur bereitgestellt wird. Darliber hinaus umfasst das
mikrofluidische System der vorliegenden Erfindung
eine sekundare Trennflissigkeitsquelle, die mit der
mikrofluidischen Vorrichtung verbunden werden
kann, um die mikrofluidische Vorrichtung mit zusatz-
licher Trennflissigkeit zu versorgen, und ein Pump-
mittel, das mit dem Strémungskreislauf verbunden ist
und die zusatzliche Trennflissigkeit durch den Stro-
mungskanal pumpen kann. Das Pumpmittel der vor-
liegenden Erfindung kann beispielsweise eine Peris-
taltikpumpe, eine Dosierpumpe oder eine
Spritzenpumpe sein, oder alternativ - mit zusatzli-
chen fluidischen Komponenten wie Ventilen oder
dergleichen - kann das Pumpmittel der vorliegenden
Erfindung eine beliebige andere Art von Pumpe sein,
z.B. eine Membranpumpe, eine Taumelkolben-
pumpe, eine Mikrozahnradpumpe oder dergleichen.
Ferner kann, als Beispiel fur die Anschlussfahigkeit
zwischen der mikrofluidischen Vorrichtung und den
anschliebaren Komponenten des mikrofluidischen
Systems der vorliegenden Erfindung, der Einlass
und/oder der Auslass der mikrofluidischen Vorrich-
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tung in Form eines einzigen Anschlusses, wie z.B.
eines kreisférmigen fluiddichten Anschlusses, aus-
geflhrt sein, zum Beispiel in Form eines Luer-Lock-
Adapters oder dergleichen, zur Verbindung der mik-
rofluidischen Vorrichtung mit der Probenflissigkeits-
quelle, zur Verbindung der mikrofluidischen Vorrich-
tung mit der primaren Trennflissigkeitsquelle oder
zur Verbindung der mikrofluidischen Vorrichtung mit
der sekundaren Trennflissigkeitsquelle ausgefiihrt
sein.

[0016] Mit der oben beschriebenen Kombination
aus Trennflussigkeitsquelle und Pumpeinrichtung
des mikrofluidischen Systems der vorliegenden
Erfindung und der Méglichkeit, zusatzliche Trennflls-
sigkeit durch den Strémungskanal zu pumpen, kén-
nen bereits im Stromungskanal vorhandene Gasbla-
sen oder jede Art von Gasblasen, die wahrend des
Thermocyclings der Probe im Inneren der mikrofluidi-
schen Vorrichtung entstehen, durch Spllen des Stro-
mungskanals mit zusatzlicher Trennflissigkeit aus
der mikrofluidischen Vorrichtung entfernt werden.
Dementsprechend kann mit der vorliegenden Erfin-
dung der negative Einfluss von Gasblasen auf die
Testergebnisse zumindest reduziert oder ganz ver-
mieden werden, was zu einem deutlich verbesserten
mikrofluidischen System flihrt.

[0017] Mit anderen Worten, die vorliegende Erfin-
dung befasst sich mit dem allgemeinen technischen
Gebiet der PCR unter Verwendung einer Well-Plat-
ten-basierten Thermocycling-Struktur, wobei der
Schwerpunkt auf der Endpunkt-ausgerichteten digi-
talen PCR liegt. Genauer gesagt ist die Well-Platte
in einem mikrofluidischen Chip in Form einer Mikro-
titerplatte oder sogar einer Nanowell-Platte mit meh-
reren tausend Nanowells vorgesehen. Dabei kann es
sich um einen Einweg-Mikrofluidik-Chip handeln, bei
dem der Strémungskanal in Form eines geschlosse-
nen Fullkanals auf der Seite der Vertiefungséffnun-
gen vorliegt, der auf der einen Seite mit der makro-
skopischen Einlass6ffnung fur die Fullung und auf
der anderen Seite mit einer Auslassoffnung flr den
Uberlauf verbunden ist. Der mikrofluidische Einweg-
chip kann auch mehr als ein Array von Reaktionsbe-
reichen mit einer solchen Mikrotiterplattenstruktur
und dementsprechend mehr als einen Fillkanal auf
der Seite der Offnungen enthalten. In der Regel kann
der mikrofluidische Chip mit einem sogenannten
PCR-Mastermix vorgefiillt werden, der mit dem Ziel-
gemisch in Form der Probenflissigkeit gemischt
wird. AnschlieBend wird der Stromungskanal an der
Seite der Offnungen der Mikrovertiefungen mit einer
Trennflissigkeit, z.B. einem Abdeckdl, gefiillt, um zu
verhindern, dass die Probenflissigkeit in den Mikro-
vertiefungen wahrend des Thermocyclings ver-
dampft und die Probe von Vertiefung zu Vertiefung
wandert. Hier kann das Ol z.B. mit Hilfe von Peristal-
tikpumpen unter einem Druck von etwa 500 mbar in
den Stréomungskanal eingefiillt werden. Schlieflich
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kann das mikrofluidische System der vorliegenden
Erfindung mit verschiedenen Sensoren ausgestattet
werden, die die Befillung, die korrekte Platzierung
und Ahnliches Uberpriifen.

[0018] Gemaly einer speziellen Ausfihrungsform
des mikrofluidischen dPCR-Systems der vorliegen-
den Erfindung bestehen die anfangliche Trennflis-
sigkeit und die zusétzliche Trennflissigkeit aus ein
und demselben Trennflissigkeitsmaterial, was
bedeutet, dass jede Trennflissigkeit, die mit dem
mikrofluidischen System der vorliegenden Erfindung
verwendet wird, derselbe Trennflissigkeitstyp sein
kann. Auferdem muss jede Trennflissigkeit
unmischbar mit der Probenflissigkeit sein. Als sol-
che unmischbare Fliissigkeit kann eine Olfliissigkeit
oder eine Polymerflissigkeit verwendet werden, z.B.
eine Silikonflissigkeit, wie Polydimethylsiloxan
(PDMS), oder eine Mischung aus einer Olfliissigkeit
und einer Polymerflissigkeit. Dartiber hinaus kdnnen
die anfangliche Trennflussigkeit und die zusatzliche
Trennflussigkeit von unterschiedlichen Trennflissig-
keitsquellen oder alternativ von derselben Trennflls-
sigkeitsquelle bereitgestellt werden, d.h. die anfang-
liche Trennflissigkeitsquelle und die sekundare
Trennflissigkeitsquelle konnen durch unterschiedli-
che Trennfllssigkeitsreservoirs oder alternativ
durch ein gemeinsames Trennflussigkeitsreservoir
realisiert werden. Insbesondere fur den Fall, dass
die Ausgangssperrflissigkeit und die Zusatzsperr-
flussigkeit aus ein und demselben Trennflissigkeits-
material bzw. -typ bestehen, kénnen die primare
Trennflissigkeitsquelle und die sekundare Trennflis-
sigkeitsquelle durch einen gemeinsamen Trennflis-
sigkeitsbehalter realisiert werden, wobei sich die
Begriffe ,primar® und ,sekundar” in diesem Fall ledig-
lich auf die Funktionalitat des gemeinsamen Trenn-
flussigkeitsbehalters beziehen, d.h. der gemeinsame
Trennflussigkeitsbehalter, d.h. der gemeinsame
Trennflussigkeitsbehalter kann als primare Trenn-
flussigkeitsquelle fur die Bereitstellung der anfangli-
chen Trennflissigkeit fungieren, die die Probe inner-
halb des Arrays von Reaktionsbereichen der
mikrofluidischen Vorrichtung priméar versiegelt, und
kann dann als sekundare Trennflissigkeitsquelle fir
die Bereitstellung zusatzlicher Trennflussigkeit zum
Ausspulen etwaiger Gasblasen aus dem Stromungs-
kanal der mikrofluidischen Vorrichtung fungieren.
Eine solche Konfiguration kann gewahlt werden, da
die Komplexitat der Struktur des mikrofluidischen
Systems im Vergleich zur Bereitstellung von zwei
verschiedenen Trennflissigkeitsbehaltern reduziert
werden kann.

[0019] Gemal einer weiteren spezifischen Ausflih-
rungsform des dPCR-mikrofluidischen Systems der
vorliegenden Erfindung kann die Pumpeinrichtung
von einer Steuereinheit gesteuert werden, um die
zusatzliche Trennflissigkeit bei Bedarf durch den
Stromungskanal zu pumpen, um Gasblasen aus
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dem Strdmungskanal zu spllen. Dabei kann die
Steuereinheit von Hand durch einen Bediener oder
automatisch ausgeldst werden, z.B. auf der Grund-
lage eines Ruckmeldesignals von einer zusatzlichen
Systemkomponente, die das Auftreten von Gasbla-
sen im Strdmungskanal erkennt oder Uberwacht.
Auch kann die Steuereinheit die Pumpeinrichtung
anweisen, zusatzliche Trennflissigkeit nach einem
vorgegebenen Muster durch den Stromungskanal
zu pumpen, z.B. auf der Grundlage der Thermocyc-
ling-Schritte, die auf die Probenflissigkeit in den
Reaktionsbereichen anzuwenden sind. Dabei kann
es vorteilhaft sein, dass die Pumpeinrichtung so
gesteuert wird, dass sie eine vorbestimmte Menge
der zusatzlichen Trennflussigkeit durch den Stro-
mungskanal pumpt, wobei die Pumpeinrichtung so
gesteuert werden kann, dass sie die zusatzliche
Trennflussigkeit entweder standig, intermittierend
oder bei Erkennung von Gasblasen im Stromungska-
nal durch den Strémungskanal pumpt.

[0020] Gemal einer weiteren spezifischen Ausflih-
rungsform des dPCR-mikrofluidischen Systems der
vorliegenden Erfindung kann das mikrofluidische
System ferner eine mit dem Stromungskreislauf ver-
bundene Blasenfalle zur Abtrennung von Luft aus der
Abdichtflissigkeit umfassen, wobei die Blasenfalle
stromabwarts des Auslasses der mikrofluidischen
Vorrichtung angeordnet ist. Dadurch kédnnen etwaige
Gasblasen, die durch die zusatzlich ausgestromte
Trennflissigkeit aus dem Strdomungskanal der mikro-
fluidischen Vorrichtung herausgespllt werden, aus
der im Stromungskreislauf flieBenden Trennfllissig-
keit entfernt werden. Dementsprechend kann die
optionale Blasenfalle im Fluidweg der Trennflissig-
keit, wie er durch den Strémungskreislauf vorgege-
ben ist, angeordnet werden, um Luftblasen aus der
gestromten Trennfllssigkeit abzutrennen. Dadurch
kdnnen Gasblasen sofort aus dem mikrofluidischen
System der vorliegenden Erfindung entfernt werden,
ohne dass die aus der mikrofluidischen Vorrichtung
austretende TrennflUssigkeit aufgefangen und Gas-
blasen daraus extrahiert werden mussen.

[0021] Gemal einer weiteren spezifischen Ausflih-
rungsform des dPCR-mikrofluidischen Systems der
vorliegenden Erfindung kann die Probenflissigkeit
eine wassrige LOsung sein, die die biologische
Probe und die fiir den dPCR-Assay erforderlichen
Reagenzien umfasst, wobei die Probenflissigkeit
zunachst durch den Strémungskanal in die Anord-
nung der Reaktionsbereiche gestrémt werden kann,
um jeden Reaktionsbereich mit Probenflissigkeit zu
fullen. AnschlieRend, d.h. nach der Bereitstellung der
Probenflissigkeit flir die Anordnung von Reaktions-
bereichen, wird die anfangliche Trennflissigkeit in
den Stromungskanal der mikrofluidischen Vorrich-
tung gestromt, um die Probenflissigkeit innerhalb
der Reaktionsbereiche zu versiegeln.
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[0022] Gemal einer weiteren spezifischen Ausflh-
rungsform des dPCR-mikrofluidischen Systems der
vorliegenden Erfindung kann das mikrofluidische
System ferner eine Detektionseinrichtung zum Nach-
weis des Vorhandenseins oder der Erzeugung von
Gasblasen in der mikrofluidischen Vorrichtung
umfassen, wie z.B. eine optische Abbildungsvorrich-
tung, beispielsweise eine optische Kamera, die das
Vorhandensein oder die Erzeugung von Gasblasen
im Inneren des Strdmungskanals vor und wahrend
des Thermocyclings nachweisen und/oder Uberwa-
chen kann, sofern der Strdomungskanal eine optische
Uberwachung ermdglicht. Dabei kann z.B. das
Innere des Strémungskanals von auf’en sichtbar
gemacht werden, z.B. durch ein Sichtfenster, trans-
parente Wande des Stromungskanals, 0.a.. Dement-
sprechend kann die Detektionseinrichtung dazu ver-
wendet werden, ein Riickmeldesignal zu liefern, das
das Auftreten von Gasblasen im Inneren des Stro-
mungskanals anzeigt, wobei die Steuereinheit auf
der Grundlage eines solchen Rickmeldesignals aus-
geldst werden kann. Mit einer solchen Struktur kann
das mikrofluidische System automatisch arbeiten,
ohne dass ein Bediener die mikrofluidische Vorrich-
tung wahrend des Thermocyclings oder dergleichen
Uberwachen muss.

[0023] Um das Probenmaterial in den Reaktionsbe-
reichen mit einem Thermozyklus-Temperaturprofil zu
versehen, kann das mikrofluidische System eine
thermische Halterung umfassen, die die mikrofluidi-
sche Vorrichtung aufnimmt, um die Anordnung der
Reaktionsbereiche mit einem Thermozyklus-Tempe-
raturprofil zu versehen. Beispielsweise kann eine
thermische Struktur, wie sie im Zusammenhang mit
einer der Fig. 4A bis Fig. 4D beschrieben ist, verwen-
det werden, d.h. ein sogenannter Plattenzyklierer
kann die mikrofluidische Vorrichtung des mikrofluidi-
schen Systems der vorliegenden Erfindung aufneh-
men. Alternativ kann die Bereitstellung eines Ther-
mocycling-Temperaturprofils fir das Array von
Reaktionsbereichen mittels einer Heiz- und/oder
Kuhleinrichtung zum Aufheizen und/oder Abkulhlen
der Temperatur der zusatzlichen Trennflissigkeit
auf eine gewlinschte Thermocycling-Temperaturpro-
filtemperatur erfolgen. Somit kann das gewunschte
Thermocycling-Temperaturprofil des Inhalts der
Reaktionsbereiche nicht durch Warmezufuhr mittels
einer externen Warmequelle in thermischer Verbin-
dung mit der mikrofluidischen Vorrichtung realisiert
werden, sondern mittels einer jeweils erwarmten
oder gekuhlten Trennflissigkeit, die durch den Stro-
mungskanal der mikrofluidischen Vorrichtung stromt,
d.h. eine neue Art der Warmezufuhr zum Probenma-
terial, wobei jegliche Art von Gasblasen im Str6-
mungskanal ausgespdlt werden kann. Mit einer sol-
chen Lésung kann also nicht nur die Entfernung von
Gasblasen, sondern auch die Erwarmung und/oder
Abkuhlung der biologischen Probe in den Reaktions-
bereichen innerhalb der mikrofluidischen Vorrichtung
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erreicht werden. Dementsprechend kann auch eine
direktere und schnellere Anwendung eines Thermo-
cycling-Temperaturprofils auf die biologischen Pro-
ben erreicht werden, wobei die Ublicherweise
bekannten externen Komponenten, wie z.B. ein obe-
rer Heizer und ein unterer Heizer, weggelassen wer-
den kénnen, wodurch der bekannte Aufbau einer
Thermocycling-Vorrichtung vereinfacht wird. Um
eine solche Temperatursteuerung aus dem Inneren
der mikrofluidischen Vorrichtung anstelle einer exter-
nen Warmezufuhr zu erreichen, gibt es hier mehrere
Optionen, die auf Wunsch miteinander kombiniert
werden kdnnen, darunter die folgenden:

(a) die sekundare Trennflissigkeitsquelle ein
Reservoir mit nicht beheizter zusatzlicher
Trennflissigkeit umfasst, wobei stromabwarts
des Reservoirs eine Durchflusserwarmungsein-
richtung vorgesehen ist, um die zusatzliche
Trennflissigkeit bei Bedarf zu erwarmen, d.h.
um die durch die Durchflusserwarmungseinrich-
tung stromende Trennflissigkeit zu erwarmen,
wenn das Temperaturprofil des Thermozyklus
dies erfordert, wobei die Durchflusserwar-
mungseinrichtung in Form einer Temperierein-
richtung, die um einen Teil des vom Trennflis-
sigkeitsreservoir kommenden
Stromungskreislaufs vorgesehen ist, eines
angeschlossenen Durchflusserhitzers oder der-
gleichen ausgefuhrt sein kann;

(b) die sekundare Trennflissigkeitsquelle min-
destens ein Reservoir mit erwarmter zusatzli-
cher Trennflissigkeit und mindestens ein
Reservoir mit nicht erwdrmter oder gekuhlter
zusatzlicher Trennflissigkeit umfasst, wobei
die Reservoire mittels eines jeweiligen Ventil-
mechanismus oder dergleichen, wie beispiels-
weise eines elektronisch gesteuerten Abgabe-
ventils, trennbar mit dem Strémungskreislauf
verbunden sein kdnnen, oder die Reservoire
mittels eines Mischventils mit dem Strémungs-
kreislauf verbunden sein kdnnen, um erwarmte
zusatzliche Trennflissigkeit und nicht erwarmte
oder gekihlte zusatzliche Trennflissigkeit zu
mischen, um die gewinschte Temperatur der
der mikrofluidischen Vorrichtung zuzufihrenden
Trennflissigkeit zu erreichen;

(c) die zusatzliche Trennflissigkeit ein elektrisch
leitfahiges Material, wie z.B. Graphen, umfasst,
um die zusatzliche Trennflissigkeit bei Bedarf
durch die Anwendung von Elektrizitat auf die
zusatzliche Trennflissigkeit zu erhitzen.

[0024] Bei Verwendung einer der Optionen (a) und
(b) oder einer Kombination davon muss die Pum-
peinrichtung so angepasst sein, dass sie den
gewinschten dPCR-Zyklen folgen kann, d.h. die
jeweils temperierte zusatzliche Trennflissigkeit Gber
das Probenarray und wieder davon weg bringen und
eine beliebige Menge an zusatzlicher Trennflissig-
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keit durch den Strémungskanal pumpen, um Gasbla-
sen zu entfernen. Im Falle von Option (c), d.h. wenn
die Trennflissigkeit elektrisch erwarmt wird, sollte es
sich um eine elektrisch leitfahige Flissigkeit handeln,
die einen geeigneten Widerstand bietet, so dass sie
sich beim Stromfluss erwarmt. Hier eignet sich eine
Graphenldsung flr eine solche Anwendung. In die-
sem Fall kann die TrennflUssigkeit jedoch nicht elekt-
risch abgekuhlt werden; stattdessen muss entweder
das Reservoir oder der mikrofluidische Chip selbst
gekuhlt werden, falls die Probentemperatur wahrend
der dPCR gesenkt werden muss. Auf3erdem konnte
bei Anwendung der elektrischen Heizldsung ein
kreisformiges Trennfllissigkeitssystem ohne Reser-
voir verwendet werden, was eine genaue Kontrolle
der dPCR-Zyklen erfordern wirde, zum Beispiel
durch eine umfassende Sensorstruktur, die die Tem-
peraturen und Strdmungen in Echtzeit Gberwacht.

[0025] Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform des
dPCR-mikrofluidischen Systems der vorliegenden
Erfindung kann das mikrofluidische System zuséatz-
lich eine Druckkammer umfassen, die zumindest
die mikrofluidische Vorrichtung umgibt. Hier kann
die Funktionalitat einer solchen zusatzlichen Druck-
kammer die bereits erreichte Vermeidung oder
Beseitigung von Gasblasen im Inneren des mikroflui-
dischen Systems der vorliegenden Erfindung ergan-
zen und damit weiter sicherstellen, dass Gasblasen
die Assay-Ergebnisse nicht stéren kdnnen. Fir das
Thermocycling selbst kann die mikrofluidische Ein-
wegvorrichtung einschlieRlich der dlgefilliten Offnun-
gen daher unter einen Druck von 1 bis 2 bar, bei-
spielsweise etwa 1,5 bar, gesetzt werden, um die
Blasenbildung wahrend des Thermocyclings weiter
zu unterdriicken. Dabei wird der Druck vorzugsweise
auf die Innenseite der mikrofluidischen Vorrichtung
aufgebracht, indem die gesamte mikrofluidische Vor-
richtung innerhalb der Druckkammer angeordnet
wird.

[0026] Gemal’ einer weiteren spezifischen Ausflih-
rungsform der vorliegenden Erfindung kann die erfin-
dungsgemale Vorrichtung ferner mindestens einen
Sensor zur Uberwachung der Temperatur der in der
mikrofluidischen Vorrichtung aufgenommenen biolo-
gischen Proben umfassen, wobei ein solcher Sensor
ein Temperatursensor sein kann, beispielsweise in
Kombination mit einem Fluidflusssensor. Durch die
Bereitstellung eines entsprechenden Sensors an
einer der Komponenten des erfindungsgemafen
mikrofluidischen Systems kann die Temperatur der
biologischen Proben wahrend der dPCR genau tber-
wacht werden, und die Heiz-/Kihlfunktion des mikro-
fluidischen Systems kann basierend auf den gemes-
senen Temperaturwerten der Proben gesteuert
werden, um die verschiedenen Temperaturplateaus
der dPCR genau und effizient zu regulieren. Dement-
sprechend ermoglichen derartige Sensoren, z.B.
Temperatursensoren, eine prazise Steuerung der
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Thermocycling-Temperatur durch einen Steueralgo-
rithmus oder Ahnliches, wobei Temperatursensoren
und andere Sensoren zur Steuerung der jeweiligen
Heiz-/Kuhlrate verwendet werden, wobei die Heiz-
/Kuhlleistung durch Anderung der Fluidpumpge-
schwindigkeit erheblich variiert werden kann.

[0027] Ferner wird hierin ein Verfahren zur dPCR
einer biologischen Probe in einem wie oben
beschriebenen mikrofluidischen System beschrie-
ben, wobei das Verfahren einen Schritt des Strémens
einer Probenflissigkeit durch den Strémungskanal
der mikrofluidischen Vorrichtung, die insbesondere
in Form eines mikrofluidischen Chips bereitgestellt
wird, und des Fullens der Anordnung von Reaktions-
bereichen mit der Probenflissigkeit in einer aufei-
nanderfolgenden Weise durch Driicken der Proben-
flissigkeit durch den Stromungskanal umfasst, einen
anschlieBenden Schritt des Durchstrdmens einer
anfanglichen Trennfliissigkeit durch den Strémungs-
kanal der mikrofluidischen Vorrichtung, um jeden
Reaktionsbereich zu versiegeln, nachdem dieser
mit der Probenflissigkeit gefillt wurde, und um rest-
liche ProbenflUssigkeit aus der mikrofluidischen Vor-
richtung herauszudricken, einen Schritt des Anle-
gens eines Thermocycling-Temperaturprofils an die
Anordnung von Reaktionsbereichen und einen
Schritt des Pumpens zusatzlicher Trennflissigkeit
durch den Strémungskanal der mikrofluidischen Vor-
richtung, um Gasblasen aus dem Strémungskanal zu
spllen. Dabei kdnnen der Schritt des Aufbringens
eines Temperaturprofils auf die Anordnung von
Reaktionsbereichen und der Schritt des Pumpens
von zusatzlicher Trennflissigkeit durch den Stro-
mungskanal der mikrofluidischen Vorrichtung zum
Ausspulen von Gasblasen aus dem Strdmungskanal
in einem kombinierten Schritt erfolgen, d.h. wenn die
Beaufschlagung des Arrays von Reaktionsbereichen
mit einer Temperatur durch das Pumpen von
erwarmter zusatzlicher Trennflissigkeit durch den
Stréomungskanal erreicht wird, wobei das Pumpen
der zusatzlichen Trennflissigkeit zu einer Erwar-
mung der Probenflissigkeit im Inneren der Reak-
tionsarrays und gleichzeitig zum Ausspilen von Gas-
blasen aus dem Strémungskanal fuhrt. Weiter
bevorzugt umfasst das beschriebene dPCR-Verfah-
ren auch einen Schritt des Assays der in dem Array
von Reaktionsbereichen bereitgestellten biologi-
schen Probe, wodurch das Verfahren zu einem auf
dPCR basierenden Analyseverfahren wird.

[0028] Der Schritt des Pumpens zusatzlicher Trenn-
flissigkeit kann durch den Strdmungskanal das
Pumpen einer vorbestimmten Menge zusatzlicher
Trennflissigkeit durch den Stromungskanal bei
Bedarf umfassen, wobei der Schritt des Pumpens
zusatzlicher Trennflissigkeit durch den Strémungs-
kanal entweder ein Schritt des standigen Pumpens
zusatzlicher Trennfllissigkeit durch den Strémungs-
kanal oder ein Schritt des intermittierenden Pumpens
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zusatzlicher Trennflussigkeit durch den Strémungs-
kanal, beispielsweise nur dann, wenn die Proben-
flussigkeit innerhalb der Reaktionsbereiche tempe-
riert werden muss, und/oder ein Schritt des
Pumpens zusétzlicher Trennflissigkeit durch den
Strémungskanal bei Erkennung von Gasblasen im
Strémungskanal sein kann. Durch die Méglichkeit,
bei Bedarf zusatzliche Trennflissigkeit durch den
Strémungskanal zu pumpen, kénnen bereits vorhan-
dene Gasblasen im Stromungskanal oder jegliche
Art von Gasblasen, die wahrend des Thermocyclings
der Probe im Inneren der mikrofluidischen Vorrich-
tung entstehen, durch Spilen des Strdmungskanals
mit zusatzlicher Trennflissigkeit aus der mikrofluidi-
schen Vorrichtung entfernt werden. Dementspre-
chend kann mit diesem Verfahren der negative Ein-
fluss von Gasblasen auf die Testergebnisse
zumindest reduziert oder ganz vermieden werden,
was zu einem deutlich verbesserten Verfahren zur
dPCR einer biologischen Probe in dem erfindungs-
gemalen mikrofluidischen System fuhrt.

[0029] Das hierin beschriebene Verfahren kann fer-
ner einen Schritt der Uberwachung und des Nach-
weises des Vorhandenseins oder der Erzeugung
von Gasblasen in der mikrofluidischen Vorrichtung
umfassen, z.B. mit Hilfe der Nachweismittel, z.B. in
Form einer optischen Kamera oder dergleichen, die
das Vorhandensein oder die Erzeugung von Gasbla-
sen im Inneren des Strdmungskanals vor und wah-
rend des Thermocyclings nachweisen und/oder
Uberwachen kann, vorausgesetzt, dass der Stro-
mungskanal eine optische Uberwachung erméglicht,
d.h. das Innere des Stromungskanals ist von auf3en
sichtbar, z.B. mittels eines Sichtfensters, transparen-
ter Wande des Strdmungskanals oder dergleichen.
Dementsprechend kann die Detektionseinrichtung
dazu verwendet werden, ein Rickmeldesignal zu lie-
fern, das das Auftreten von Gasblasen im Inneren
des Stromungskanals anzeigt, wobei die Steuerein-
heit auf der Grundlage eines solchen Rickmeldesig-
nals ausgeldst werden kann, was zu einem rtickmel-
degesteuerten dPCR-Verfahren fihrt. Alternativ oder
zusatzlich kann das Verfahren einen weiteren Schritt
zur Abtrennung von Gasblasen aus der zusatzlichen
Trennflussigkeit umfassen, beispielsweise mit Hilfe
der Blasenfalle, die mit dem Strémungskreislauf
stromabwarts des Auslasses der mikrofluidischen
Vorrichtung verbunden ist. Auf diese Weise kann
jede Gasblase, die durch die stromende zusatzliche
Trennflissigkeit aus dem Strdomungskanal der mikro-
fluidischen Vorrichtung herausgespllt wird, aus der
im Stromungskreislauf flieBenden Trennflissigkeit
entfernt werden. Dementsprechend kann der optio-
nale Schritt der Abtrennung von Gasblasen aus der
zusatzlichen Trennflissigkeit mittels der im Fluidpfad
der Trennflissigkeit angeordneten Blasenfalle nitz-
lich sein, um Gasblasen sofort aus dem mikrofluidi-
schen System der vorliegenden Erfindung zu entfer-
nen, ohne die Notwendigkeit, die aus der
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mikrofluidischen Vorrichtung austretende Trennflis-
sigkeit zu sammeln und alle Gasblasen zu einem
spateren Zeitpunkt daraus zu extrahieren. Alternativ
oder zusatzlich kann das Verfahren auch einen
Schritt der Druckbeaufschlagung der mikrofluidi-
schen Vorrichtung umfassen, zum Beispiel mittels
einer Druckkammer, die zumindest die mikrofluidi-
sche Vorrichtung umgibt. Die Funktionalitdt eines
solchen zusatzlichen Druckaufbringungsschritts
kann die bereits erreichte Vermeidungs- oder Entfer-
nungsfahigkeit des dPCR-Verfahrens erganzen,
wodurch weiter sichergestellt wird, dass Gasblasen
die Testergebnisse nicht stdren. Dabei kann die mik-
rofluidische Vorrichtung mit einem Druck von 1 bis 2
bar, beispielsweise etwa 1,5 bar, beaufschlagt wer-
den, um die Blasenbildung wahrend des Thermocyc-
lings weiter zu unterdriicken, wobei der Druck auf
das Innere der mikrofluidischen Vorrichtung aufge-
bracht werden kann, entweder durch Druckbeauf-
schlagung einer Seitenwand des Strémungskanals,
die als flexibles druckibertragendes Bauteil wirkt,
oder durch Druckbeaufschlagung der gesamten mik-
rofluidischen Vorrichtung, die in diesem Fall eine
gewisse Kompressibilitat aufweisen muss.

[0030] Der Schritt der Anwendung eines Thermo-
cycling-Temperaturprofils auf das Array von Reak-
tionsbereichen kann einen Schritt der Steuerung
des Temperaturprofils einer thermischen Halterung,
die die mikrofluidische Vorrichtung aufnimmt, umfas-
sen, um ein Thermocycling-Temperaturprofil fir das
Array von Reaktionsbereichen bereitzustellen, oder -
alternativ - einen Schritt der Steuerung einer Heiz-
und/oder Kihleinrichtung zum Erhitzen und/oder
Kihlen der Temperatur der Trennflissigkeit auf eine
gewinschte Thermocycling-Temperaturprofiltempe-
ratur. Dabei kann der Schritt der Steuerung einer
Heiz- und/oder Kuhleinrichtung eine der folgenden
Optionen umfassen:

(a) einen Schritt zur Steuerung einer stromab-
warts von der sekundaren Trennflissigkeits-
quelle vorgesehenen Durchflussheizeinrich-
tung, um die zusétzliche Trennflissigkeit bei
Bedarf zu erwarmen;

(b) einen Schritt der Steuerung eines Ventilme-
chanismus zum Mischen von zusatzlicher
Trennflissigkeit aus mindestens einem Vorrats-
behalter mit einer beheizten zusatzlichen Trenn-
flissigkeit und mindestens einem Vorratsbehal-
ter mit einer nicht beheizten oder gekihlten
zusatzlichen Trennfllssigkeit;

(c) einen Schritt des Anlegens von Elektrizitat an
die zusatzliche Trennflissigkeit je nach Bedarf,
wobei die zusatzliche Trennflissigkeit elektrisch
leitendes Material, wie Graphen-Material, zur
Erwdrmung der zusatzlichen Trennflissigkeit
durch die Anwendung von Elektrizitdt umfasst;
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(d) eine Kombination der zuvor genannten optio-
nalen Schritte (a) bis (c).

[0031] Das oben beschriebene mikrofluidische Sys-
tem der vorliegenden Erfindung kann Teil eines auto-
matisierten Verarbeitungssystems sein, wie z.B.
eines analytischen, praanalytischen oder postanaly-
tischen Verarbeitungssystems, das Ublicherweise in
modernen Laboratorien zur automatischen Verarbei-
tung biologischer Proben eingesetzt wird, das jedes
Gerat oder jede Geratekomponente umfassen kann,
welches bzw. welche in der Lage ist/sind, einen oder
mehrere  Verarbeitungsschritte/Arbeitsschritte an
einer oder mehreren biologischen Proben auszufiih-
ren, und das analytische Instrumente, praanalytische
Instrumente und auch postanalytische Instrumente
umfasst. Der Ausdruck ,Verarbeitungsschritte®
bezieht sich dabei auf physisch ausgeflihrte Verar-
beitungsschritte, wie z.B. die Durchfihrung der ein-
zelnen Schritte eines dPCR-Verfahrens. Der Begriff
.analytisch“, wie er hier verwendet wird, umfasst
jeden Prozessschritt, der von einem oder mehreren
Laborgeraten oder operativen Einheiten ausgefiihrt
wird, die zur Durchflihrung eines analytischen Tests
an einer oder mehreren biologischen Proben geeig-
net sind. Im Kontext der biomedizinischen Forschung
ist die analytische Bearbeitung ein technisches Ver-
fahren zur Charakterisierung der Parameter einer
biologischen Probe oder eines Analyten. Eine solche
Charakterisierung von Parametern umfasst bei-
spielsweise die Bestimmung der Konzentration
bestimmter Proteine, Nukleinsduren, Metaboliten,
lonen oder Molekile verschiedener Gréfen in biolo-
gischen Proben, die von Menschen oder Labortieren
stammen, oder Ahnliches. Die gesammelten Infor-
mationen koénnen verwendet werden, um z.B. die
Auswirkungen der Verabreichung von Medikamen-
ten auf den Organismus oder auf bestimmte Gewebe
zu bewerten. Weitere Analysen kdnnen optische,
elektrochemische oder andere Parameter der biolo-
gischen Proben oder der im Probenmaterial enthalte-
nen Analyten bestimmen.

[0032] Die oben beschriebenen Verfahrensschritte
kénnen von der Steuereinheit des beschriebenen
mikrofluidischen Systems gesteuert werden, die
auch jede Art von Betatigung oder Uberwachung
des oben beschriebenen mikrofluidischen Systems
und seiner Komponenten steuern kann, wobei der
Begriff ,Steuereinheit”, wie er hier verwendet wird,
jedes physische oder virtuelle Verarbeitungsgerat,
wie z.B. eine CPU oder ahnliches, umfasst, das
auch ein ganzes Laborinstrument oder sogar eine
ganze Arbeitsstation, die ein oder mehrere Laborin-
strumente umfasst, so steuern kann, dass Arbeitsab-
ldufe und Arbeitsschritte durchgefiihrt werden. Die
Steuereinheit kann beispielsweise verschiedene
Arten von Anwendungssoftware tragen und das
automatisierte  Verarbeitungssystem oder ein
bestimmtes Instrument oder Gerat davon anweisen,
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praanalytische, postanalytische und analytische
Arbeitsablaufe/Arbeitsschritte  durchzufiihren. Die
Steuereinheit kann von einer Datenverwaltungsein-
heit Informationen darlber erhalten, welche Schritte
mit einer bestimmten Probe durchgefiihrt werden
mussen. Daruber hinaus kann die Steuereinheit in
eine Datenverwaltungseinheit integriert sein, aus
einem Servercomputer bestehen und/oder Tell
eines Instruments sein oder sogar Uber mehrere
Instrumente des automatisierten Verarbeitungssys-
tems verteilt sein. Die Steuereinheit kann beispiels-
weise als speicherprogrammierbare Steuerung aus-
gefuhrt werden, die ein computerlesbares Programm
mit Anweisungen zur Durchfiihrung von Operationen
ausfuhrt. Um solche Anweisungen von einem Benut-
zer zu erhalten, kann zusatzlich eine Benutzer-
schnittstelle vorgesehen werden, wobei der Begriff
.Benutzerschnittstelle“, wie er hier verwendet wird,
jede geeignete Anwendungssoftware und/oder Hard-
ware fur die Interaktion zwischen einem Bediener
und einer Maschine umfasst, einschliel3lich, aber
nicht beschrankt auf eine grafische Benutzerschnitt-
stelle, die als Eingabe einen Befehl von einem Bedie-
ner empfangt und auch Ruckmeldungen und Infor-
mationen an diesen Ubermittelt. Ein System/Gerat
kann auch mehrere Benutzerschnittstellen aufwei-
sen, um verschiedene Arten von Benutzern/Bedie-
nern zu bedienen.

[0033] Wie hier und auch in den beigefugten
Ansprichen verwendet, schlieBen die Singularfor-
men ,ein“, ,eine“ und ,der/die/das“ den Plural ein,
sofern der Kontext nicht eindeutig etwas anderes
vorschreibt. In ahnlicher Weise sind die Worter
-umfassen®, ,enthalten® und ,einschlieRen“ eher
inklusiv als exklusiv zu verstehen, d.h. im Sinne von
seinschlieBlich, aber nicht beschrankt auf‘. Ebenso
soll das Wort ,,oder” ,und“ einschlielen, sofern aus
dem Kontext nicht eindeutig etwas anderes hervor-
geht. Die Begriffe ,Vielzahl, ,Mehrzahl* oder ,Plura-
litat* beziehen sich auf zwei oder mehr, d.h. 2 oder
>2, mit ganzzahligen Vielfachen, wahrend sich die
Begriffe ,Einzahl* oder ,Singularitat auf einen, d.h.
=1, beziehen. Darlber hinaus ist der Begriff ,mindes-
tens eine“ als eine oder mehrere, d.h. 1 oder >1,
auch mit ganzzahligen Vielfachen, zu verstehen.
Dementsprechend schlieRen Wérter, die den Singu-
lar oder Plural verwenden, auch den Plural bzw. Sin-
gular ein. Daruber hinaus beziehen sich die Woérter
Lhierin®, Joben“, ,vorher und ,unten“ sowie Worter
ahnlicher Bedeutung, wenn sie in dieser Anmeldung
verwendet werden, auf diese Anmeldung als Ganzes
und nicht auf bestimmte Teile der Anmeldung.

[0034] Die Beschreibung spezifischer Ausfiihrungs-
formen der vorliegenden Erfindung erhebt keinen
Anspruch auf Vollstandigkeit oder auf eine Beschran-
kung der Offenbarung auf die angegebene genaue
Form. Wahrend die spezifischen Ausfliihrungsformen
und Beispiele fiir die vorliegende Offenbarung hier
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zur Veranschaulichung beschrieben werden, sind
verschiedene aquivalente Abwandlungen innerhalb
des Umfangs der Offenbarung, wie sie in den beige-
fugten Ansprichen dargestellt sind, moglich, wie es
fir einen Fachmann auf dem vorliegenden techni-
schen Gebiet ersichtlich ist. Bestimmte Elemente
der vorstehend und spater beschriebenen Ausfiih-
rungsformen kénnen kombiniert oder durch Ele-
mente in anderen Ausflihrungsformen ersetzt wer-
den. Um Wiederholungen zu vermeiden, sind in den
Zeichnungen dieselben Elemente mit denselben
Bezugszeichen gekennzeichnet, und Teile, die von
einem Fachmann leicht umzusetzen sind, kénnen
weggelassen sein. Wahrend die mit bestimmten
Ausfuhrungsformen der Offenbarung verbundenen
Vorteile im Zusammenhang mit diesen Ausfuhrungs-
formen beschrieben wurden, kénnen auch andere
Ausfihrungsformen solche Vorteile aufweisen, und
nicht alle Ausfihrungsformen muissen notwendiger-
weise solche Vorteile aufweisen, um in den durch die
beigefigten Anspriche definierten Umfang der
Offenbarung zu fallen.

[0035] Die folgenden Beispiele dienen der Veran-
schaulichung spezifischer Ausfuhrungsformen der
vorliegenden Erfindung. Die im Folgenden beschrie-
benen spezifischen Ausflihrungsformen sind nicht
als Einschrankung des Anwendungsbereichs der
vorliegenden Erfindung zu verstehen. Dem Fach-
mann ist ersichtlich, dass verschiedene Abwandlun-
gen, Anderungen und Modifikationen vorgenommen
werden kénnen, ohne vom Anwendungsbereich der
vorliegenden Erfindung, wie er durch die beigefligten
Anspriche definiert ist, abzuweichen, und es ist
daher zu verstehen, dass solche aquivalenten Aus-
fihrungsformen hierin enthalten sind. Weitere
Aspekte und Vorteile der vorliegenden Erfindung
werden aus der folgenden Beschreibung der in den
Figuren dargestellten Ausfihrungsformen ersicht-
lich.

KURZBESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

Fig. 1 ist eine konzeptionelle Darstellung eines
mikrofluidischen Systems fir dPCR einer biolo-
gischen Probe gemaf einer ersten Ausflih-
rungsform der vorliegenden Erfindung im Quer-
schnitt;

Fig. 2 ist eine konzeptionelle Darstellung eines
mikrofluidischen Systems fir dPCR einer biolo-
gischen Probe gemaR einer zweiten Ausfih-
rungsform der vorliegenden Erfindung im Quer-
schnitt;

Fig. 3A und Fig. 3B sind schematische Struktur-
darstellungen eines bekannten mikrofluidischen
Systems in Draufsicht und Querschnittsansicht;
und

Fig. 4A bis Fig. 4D zeigen verschiedene Stufen
einer dPCR mit schematischen Funktionsdar-
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stellungen des Wachstums und der Erzeugung
von Gasblasen in einem bekannten mikrofluidi-
schen System.

LISTE DER REFERENZNUMMERN

1 mikrofluidisches System (erste Aus-
fuhrungsform)

1 mikrofluidisches System (zweite Aus-
fuhrungsform)

2 mikrofluidische Vorrichtung

21 untere Platte / untere Schicht der mik-
rofluidischen Vorrichtung

22 obere Platte / obere Schicht der mikro-
fluidischen Vorrichtung

23 Einlass der mikrofluidischen Vorrich-
tung

231 Einlassabdeckung der mikrofluidi-
schen Vorrichtung

24 Auslass der mikrofluidischen Vorrich-
tung

241 Auslassabdeckung der mikrofluidi-
schen Vorrichtung

25 Stromungskanal der mikrofluidischen
Vorrichtung

26 Anordnung/Array an Reaktionsberei-
chen / Vertiefungen / Wells

27 Probenflissigkeit (in die Reaktionsbe-
reiche gefiillt)

28 anfangliche Trennflussigkeit

29 zusatzliche Trennfllssigkeit

3 Strémungskreislauf

31 Pumpe

32 Blasenfalle

4 sekundare Trennflissigkeitsquelle

41 temperiertes Reservoir

411 elektronisch gesteuertes Forderventil

42 nicht temperiertes Reservoir

421 elektronisch gesteuertes Forderventil

5 Durchlauferhitzer

6 Mikrofluidik-Chip / mikrofluidischer
Chip

61 untere Platte / untere Schicht des mik-
rofluidischen Chips

62 obere Platte / oberste Schicht des

mikrofluidischen Chips

63 Einlass des mikrofluidischen Chips
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64 Auslass des mikrofluidischen Chips

65 Strdmungskanal des mikrofluidischen
Chips

66 Array von Mikrovertiefungen / Mikro-
wells

7 Mikrofluidik-Chip / mikrofluidischer
Chip

71 untere Platte / untere Schicht des mik-
rofluidischen Chips

72 obere Platte / oberste Schicht des
mikrofluidischen Chips

73 Einlass des mikrofluidischen Chips

74 Auslass des mikrofluidischen Chips

75 Strdmungskanal des mikrofluidischen
Chips

76 Anordnung der Reaktionsbereiche /
Vertiefungen / Wells

77 Probenflissigkeit (in die Reaktionsbe-
reiche gefilllt)

78 Trennflissigkeit

8 Plattenzyklierer

81 untere Heizung des Plattenzyklers

82 obere Heizung des Plattenzyklers

91 anfangliche Gasblase

92 neu entstehende Gasblase

93 verschmolzene Gasblase

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG

[0036] Fig. 1 zeigt ein mikrofluidisches System 1 zur
dPCR einer biologischen Probe gemaf einer ersten
Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung in einer
schematischen Darstellung, wobei die Hauptkompo-
nenten entweder im illustrativen Querschnitt oder als
Piktogramm dargestellt sind. Das in Fig. 1 darge-
stellte mikrofluidische System 1 umfasst eine mikro-
fluidische Vorrichtung 2 in Form eines mikrofluidi-
schen Chips, wobei die Vorrichtung 2 einen
ahnlichen Aufbau wie der in Fig. 3B dargestellte
Chip 7 aus dem Stand der Technik aufweist, wobei
die Vorrichtung 2 im Wesentlichen aus einer unteren
Platte 21 und einer oberen Platte 22 besteht und
einen Einlass 23, einen Auslass 24 und einen Stro-
mungskanal 25 aufweist, welcher den Einlass 23 mit
dem Auslass 24 verbindet. Des Weiteren ist im Stro-
mungskanal 25 an seiner Oberseite, d.h. an der
Innenseite der oberen Platte 22, eine Anordnung
von Reaktionsbereichen 26 in Form von Mikrowells
oder Nanowells vorgesehen, um die Reaktionen in
den Reaktionsbereichen 26 von oben Uberwachen
zu koénnen. Daruber hinaus ist die mikrofluidische
Vorrichtung 2 im gezeigten Zustand bereits mit Pro-
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benflissigkeit 27 gespllt worden, die in die Anord-
nung der Reaktionsbereiche 26 eingefillt wird, d.h.
die in jede einzelne Mikrovertiefung der Anordnung
der Reaktionsbereiche 26 eingefiillt werden soll. Ein
solches Einflllen der Probenflussigkeit 27 in das
Array von Reaktionsbereichen 26 kann an einer Full-
station (nicht dargestellt) vorgenommen werden,
bevor die mikrofluidische Vorrichtung 2 innerhalb
des mikrofluidischen Systems 1 angeordnet wird,
wobei die (nicht dargestellte) Fillstation als Teil des
mikrofluidischen Systems 1 betrachtet wird, das fur
die Einflhrung der Probenflissigkeit 27 in das Array
von Reaktionsbereichen 26 verwendet wird. Auch ist
die anfangliche Trennflissigkeit 28 bereits in die mik-
rofluidische Vorrichtung 2 eingeflllt worden, die die
Probenflussigkeit 27 innerhalb der Anordnung von
Reaktionsbereichen 26 versiegelt, wobei das Einful-
len der anfanglichen TrennflUssigkeit 28 in den Stro-
mungskanal 25, um die Anordnung von Reaktions-
bereichen 26 zu versiegeln, auch an der (nicht
dargestellten) Fillstation vorgenommen werden
kann, bevor die mikrofluidische Vorrichtung 2 inner-
halb des mikrofluidischen Systems 1 angeordnet
wird. Alternativ kann das Einfiillen der anfanglichen
Trennflussigkeit 28 in den Strdmungskanal 25 zum
VerschlieRen des Arrays an Reaktionsbereichen 26
auch mittels des mikrofluidischen Systems 1 selbst
erfolgen, und zwar mittels der zusatzlichen Trenn-
flissigkeit 29, wobei der Teil der zusatzlichen Trenn-
flissigkeit 29, der die Probenflissigkeit 29 innerhalb
des Arrays an Reaktionsbereichen 26 tatsachlich
verschlieBt, als ,anfangliche® Trennflussigkeit 28 zu
verstehen ist. Da hier die Flllstation an die mikroflui-
dische Vorrichtung 2 anschlielbar ist, um die mikro-
fluidische Vorrichtung 2 mit Probenflissigkeit 27 zu
versorgen, kann die (nicht dargestellte) Fullstation
als Probenflissigkeitsquelle sowie als primare
Trennflissigkeitsquelle  betrachtet werden, als
anschlieBbarer kombinierter Funktionsteil des mikro-
fluidischen Systems 1.

[0037] Das mikrofluidische System 1 umfasst ferner
einen Strdmungskreislauf 3, der mit der mikrofluidi-
schen Vorrichtung 2 verbunden ist, wobei der Stro-
mungskreislauf 3 dazu dient, zusatzliche Trennflis-
sigkeit 29 durch den Strdmungskanal 25 der
mikrofluidischen Vorrichtung 2 zu leiten, und zwar
hauptsachlich dazu, die zusatzliche Trennflissigkeit
29 durch den Stromungskanal 25 der mikrofluidi-
schen Vorrichtung 2 zu leiten. Der Fluss der zusatz-
lichen Trennflissigkeit 29 ist hier durch einen gegen
den Uhrzeigersinn drehenden Pfeilkreis dargestellt.
Die zusatzliche Trennflussigkeit 29 stammt im
Wesentlichen aus einer sekundaren Trennflissig-
keitsquelle 4, die aus einem temperierten Reservoir
41 mit erwarmter zusatzlicher Trennflissigkeit 29
und einem nicht temperierten Reservoir 42 mit nicht
erwarmter oder gekihlter zusatzlicher Trennflissig-
keit 29 besteht, wobei die Reservoirs 41, 42 jeweils
Uber ein elektronisch gesteuertes Abgabeventil 411,
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421 mit dem Strédmungskreislauf 3 verbunden sind.
So kann durch Steuerung des Foérderventils 411
erwarmte zusatzliche Trennflissigkeit 29 in den Stro-
mungskreislauf 3 und durch Steuerung des Foérder-
ventils 421 nicht erwarmte zusatzliche Trennflissig-
keit 29 in den Strémungskreislauf 3 eingeleitet
werden, was zu einem gewlnschten Temperaturpro-
fil der zusatzlichen Trennflissigkeit 29 im Stro-
mungskreislauf 3 flhrt. Alternativ kdnnen sich das
temperierte Reservoir 41 und das nicht temperierte
Reservoir 42 ein gemeinsames Mischventil teilen,
das dann im Sinne eines Mischhahns mit dem Stro-
mungskreislauf 3 verbunden ist, so dass bereits vor-
gemischte und damit entsprechend temperierte
zusatzliche Trennflissigkeit 29 in den Stréomungs-
kreislauf 3 eingeleitet und der mikrofluidischen Vor-
richtung 2 zugeflhrt wird.

[0038] Um nun die zusatzliche Trennflissigkeit 29
dem Stromungskanal 25 zuzufiihren, ist eine Peris-
taltikpumpe 31, die als Pumpeinrichtung des mikro-
fluidischen Systems 1 fungiert, als Teil des Str6-
mungskreislaufs 3 vorgesehen, um die zusatzliche
Trennflissigkeit 29 durch ihren Einlass 23 durch
den Stréomungskanal 25 und aus dem Auslass 24
zur mikrofluidischen Vorrichtung 2 zu pumpen,
Dadurch wird nicht nur die Anordnung der Reaktions-
bereiche 26 mit Warme oder Kalte versorgt, um die
Proben innerhalb der Anordnung der Reaktionsbe-
reiche 26 zu thermozyklieren, sondern es wird auch
erreicht, dass Gasblasen, falls diese innerhalb des
Stromungskanals 25 auftreten, aus dem Strémungs-
kanal 25 und dem Auslass 24, d.h. aus der mikroflui-
dischen Vorrichtung 2 herausgesplult werden. Dabei
kann die Pumpe 31 die zusatzliche Trennflissigkeit
29 standig durch den Strémungskanal 25 pumpen,
oder sie kann die zusatzliche Trennflissigkeit 29
intermittierend durch den Stromungskanal 25 pum-
pen, zum Beispiel nur dann, wenn die Probenflissig-
keit 27 innerhalb der Anordnung von Reaktionsberei-
chen 26 temperiert werden muss. Durch die
Maoglichkeit, bei Bedarf zusatzliche Trennflissigkeit
29 durch den Strdmungskanal 25 zu pumpen, kén-
nen also bereits vorhandene Gasblasen innerhalb
des Stromungskanals 25 oder jegliche Art von Gas-
blasen, die beim Thermocycling der Probenflissig-
keit 27 entstehen, durch Spllen des Strdomungska-
nals 25 mit zusatzlicher Trennflissigkeit 29 aus der
mikrofluidischen Vorrichtung 2 entfernt werden. Um
etwaige Gasblasen endgiiltig aus dem gesamten
Stromungssystem entfernen zu kénnen, umfasst
das mikrofluidische System 1 ferner eine stromab-
warts des Auslasses 24 der mikrofluidischen Vorrich-
tung 2 und in der vorliegenden Ausfiihrungsform vor
der Pumpe 31 angeordnete Blasenfalle 32, mit der
etwaige Gasblasen aus der gestrdmten zusatzlichen
Trennflissigkeit 29 abgeschieden werden. Auf diese
Weise kdnnen eventuelle Gasblasen sofort aus dem
mikrofluidischen System 1 entfernt werden. Somit
kann ein negativer Einfluss von Gasblasen auf die
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Testergebnisse zumindest reduziert oder ganz ver-
mieden werden.

[0039] In Fig. 2 ist eine zweite Ausfihrungsform
einer mikrofluidischen Vorrichtung 1' der vorliegen-
den Erfindung dargestellt, die im Wesentlichen aus
einer ahnlichen Struktur besteht, wie sie in Bezug
auf die erste Ausfiihrungsform in Fig. 1 beschrieben
ist. Hier bezeichnen gleiche Bezugszeichen gleiche
Elemente, und die jeweilige diesbeziigliche
Beschreibung wird weggelassen, um Wiederholun-
gen zu vermeiden. Im Gegensatz zur ersten Ausfiih-
rungsform umfasst die mikrofluidische Vorrichtung 1'
jedoch nur das nicht temperierte Reservoir 42, das
eine nicht beheizte zusatzliche Trennflissigkeit 29
enthalt, wobei stromabwarts des Reservoirs 42 ein
Durchflusserhitzer 5 vorgesehen ist, um das nicht
temperierte Reservoir 42 gemal einem gewlinsch-
ten Thermocycling-Temperaturprofil zu temperieren,
das auf die Proben innerhalb der Anordnung von
Reaktionsbereichen 26 anzuwenden ist. Auch hier
ist das Reservoir 42 Uber ein entsprechendes elekt-
ronisch gesteuertes Forderventil 421 mit dem Stro-
mungskreislauf 3 verbunden, wobei durch die Steue-
rung des Fodrderventils 421 eine entsprechend
temperierte zusatzliche Trennflissigkeit 29 in den
Stromungskreislauf 3 eingeleitet und von der
Pumpe 31 in die mikrofluidische Vorrichtung 2
gepumpt werden kann, um nicht nur das gewiinschte
Thermocycling-Temperaturprofil auf die Proben
innerhalb des Arrays von Reaktionsbereichen 26
aufzubringen, sondern vor allem auch, um eventuell
im Strdmungskanal 25 auftretende Gasblasen aus-
zusplulen.

[0040] Gemal einer alternativen Ausfiihrungsform
kann die Struktur der zuvor beschriebenen Ausfih-
rungsform, wie sie in Fig. 2 gezeigt ist, jedoch ohne
den Durchflusserhitzer 5, auf einen Plattenzyklierer 8
angewendet werden, wie er bekannt ist und in Ver-
bindung mit einer der Fig. 4A bis Fig. 4D beschrie-
ben, wobei der Plattenzyklierer 8 die darin vorgese-
hene mikrofluidische Vorrichtung 2 aufweist. Auf
diese Weise kann der Plattenzyklierer 8 der Proben-
flussigkeit 27 in der Anordnung der Reaktionsberei-
che 26 ein gewtiinschtes Thermocycling-Temperatur-
profil verleihen, und das Pumpen der nicht beheizten
zusatzlichen Trennflissigkeit 29 wird nur zur Entfer-
nung von Gasblasen im Stromungskanal 25, falls
vorhanden, verwendet. Dariber hinaus kann
gemal einer anderen alternativen Ausflihrungsform
der Aufbau der in Fig. 2 gezeigten Ausflihrungsform
ohne einen Durchflusserhitzer 5 oder ohne einen
Plattenzyklierer 8 angewendet werden, wobei jedoch
die zusatzliche Trennflissigkeit 29 elektrisch leiten-
des Graphenmaterial umfasst, um die zusatzliche
Trennflissigkeit 29 durch die Anwendung von Elekt-
rizitat auf die zusatzliche Trennflissigkeit 29 bei
Bedarf zu erhitzen, wodurch eine Erhitzung der
zusatzlichen Trennflissigkeit 29 erreicht wird, um in
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der Lage zu sein, ein gewlnschtes thermozyklisches
Temperaturprofil auf das Probenmaterial innerhalb
der Anordnung von Reaktionsbereichen 26 anzu-
wenden, ohne dass irgendeine Art von externem Hei-
zer oder beheiztem Reservoir erforderlich ist.

[0041] Obwohl die vorliegende Erfindung in Bezug
auf ihre spezifischen Ausfihrungsformen beschrie-
ben wurde, dient diese Beschreibung nur der Veran-
schaulichung. Dementsprechend wird die Erfindung
nur durch den Umfang der beigefiigten Anspriiche
begrenzt.
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Schutzanspriiche

1. Mikrofluidisches System (1; 1') fur die digitale
Polymerase-Kettenreaktion dPCR einer biologi-
schen Probe, wobei das mikrofluidische System (1;
1') umfasst:
mindestens eine mikrofluidische Vorrichtung (2) mit
einem Einlass (23), einem Auslass (24), einem Stro-
mungskanal (25), der zwischen dem Einlass (23)
und dem Auslass (24) angeordnet ist und den Ein-
lass (23) mit dem Auslass (24) verbindet, und einer
Anordnung von Reaktionsbereichen (26), die mit
dem Strdmungskanal (25) in Fluidverbindung ste-
hen;
einen Stromungskreislauf (3), der mit der mikrofluidi-
schen Vorrichtung (2) verbindbar ist, um Flussigkeit
durch den Strémungskanal (25) der mikrofluidischen
Vorrichtung (2) flieRen zu lassen;
eine Probenflissigkeitsquelle, die mit der mikroflui-
dische Vorrichtung (2) verbindbar ist, um den Stro-
mungskanal (25) und damit die Anordnung von
Reaktionsbereichen (26) der mikrofluidischen Vor-
richtung (2) Uber den Einlass (23) mit einer Proben-
flissigkeit (27) zu versorgen;
eine primare Trennflissigkeitsquelle, die mit der
mikrofluidischen Vorrichtung (2) verbindbar ist, um
den Stromungskanal der mikrofluidischen Vorrich-
tung (2) Uber den Einlass (23) mit anfanglicher
Trennflissigkeit (28) zum Versiegeln der Proben-
flissigkeit (27) innerhalb der Anordnung von Reak-
tionsbereichen (26) zu versorgen;
eine sekundare Trennflissigkeitsquelle (4), die mit
der mikrofluidische Vorrichtung (2) verbindbar ist,
um den Stromungskanal (25) der mikrofluidischen
Vorrichtung (2) Gber den Einlass (23) mit zusatzli-
cher Trennflissigkeit (29) zu versorgen,
eine Pumpeinrichtung (31), die mit dem Stromungs-
kreislauf (3) verbunden und geeignet ist, die zusatz-
liche Trennflissigkeit (29) durch den Strdomungska-
nal (25) zu pumpen, und
eine Steuereinrichtung in Form einer speicherpro-
grammierbaren Steuereinheit zum Ausflhren eines
computerlesbaren Programms mit Anweisungen zur
Durchfiihrung von Operationen, die eingerichtet ist,
um die Pumpeinrichtung (31) zu steuern, um die
zusatzliche Trennflissigkeit (29) bei Bedarf durch
den Stromungskanal (25) zu pumpen, um Gasbla-
sen aus dem Strémungskanal (25) zu spulen.

2. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 1, wobei die Probenflissigkeit (27) eine
wassrige Losung ist, die die biologische Probe und
die fir den dPCR-Assay erforderlichen Reagenzien
umfasst, und wobei jede Trennflissigkeit (28, 29)
eine mit der Probenflissigkeit (27) nicht mischbare
FlUssigkeit ist.

3. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 2, wobei jede Trennflissigkeit (28, 29) ent-
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weder Ol oder eine Polymerfliissigkeit, wie eine Sili-
konfliissigkeit, oder ein Gemisch davon ist.

4. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 3, wobei die anfangliche Trennflissigkeit
(28) und die zusatzliche Trennflissigkeit (29) aus
demselben Trennflissigkeitsmaterial bestehen.

5. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der vorhergehenden Schutzanspriiche, wobei die
primare Trennflissigkeitsquelle und die sekundare
Trennflissigkeitsquelle (4) durch unterschiedliche
Trennflussigkeitsreservoire oder durch ein gemein-
sames TrennflUssigkeitsreservoir realisiert sind.

6. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 5, wobei die initiale Trennflissigkeit (28)
eine untemperierte Trennflissigkeit ist.

7. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 1, wobei die Pumpeinrichtung (31) so
gesteuert wird, dass sie eine vorbestimmte Menge
der zusatzlichen Trennflissigkeit (29) durch den
Stréomungskanal (25) pumpt.

8. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 7, wobei die Pumpeinrichtung (31) so
gesteuert wird, dass sie die zusatzliche Trennflis-
sigkeit (29) konstant, intermittierend oder bei Detek-
tion von Gasblasen im Strémungskanal (25) durch
den Strébmungskanal (25) pumpt.

9. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der vorhergehenden Schutzanspriiche, wobei das
mikrofluidische System (1; 1') ferner eine mit dem
Stromungskreislauf (3) verbundene Blasenfalle (32)
zur Abtrennung von Gas aus der Trennflissigkeit
(28, 29) aufweist, wobei die Blasenfalle (32) strom-
abwarts des Auslasses (24) der mikrofluidischen
Vorrichtung (2) angeordnet ist.

10. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der vorhergehenden Schutzanspriiche, wobei das
mikrofluidische System (1; 1') zum Untersuchen
der biologischen Probe verwendet wird, die in
Form der Probenflissigkeit (27) zu jedem Element
des Arrays von Reaktionsbereichen (26) bereitge-
stellt wird.

11. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der vorhergehenden Schutzanspriiche, wobei der
Einlass (23) und/oder der Auslass (24) in Form
eines Verbindungsports zur Verbindung der mikro-
fluidischen Vorrichtung (2) mit der Probenflissig-
keitsquelle, zur Verbindung der mikrofluidischen
Vorrichtung (2) mit der primaren TrennflUssigkeits-
quelle und/oder zur Verbindung der mikrofluidischen
Vorrichtung (2) mit der sekundaren Trennflissig-
keitsquelle (4) ausgefihrt sind.
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12. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der vorhergehenden Schutzanspriiche, wobei die
mikrofluidische Vorrichtung (2) mit mindestens
einer unteren Schicht (21) und einer oberen Schicht
(22) aufgebaut ist, wobei entweder die untere
Schicht (21) oder die obere Schicht (22) das Array
von Reaktionsbereichen (26), den Einlass (23) und
den Auslass (24) bereitstellt, und wobei der Stro-
mungskanal (25) zwischen der unteren Schicht
(21) und der oberen Schicht (22) eingerichtet ist
und in Fluidverbindung mit dem Array von Reak-
tionsbereichen (26) steht.

13. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 12, wobei jeder Reaktionsbereich eine
Mikrovertiefung oder eine Nanovertiefung ist.

14. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 13, wobei die mikrofluidische Vorrichtung
(2) ein mikrofluidischer Chip ist

15. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der vorhergehenden Schutzanspriche, wobei die
Probenflissigkeit (27) eine wassrige Losung ist,
welche die biologische Probe und Reagenzien zum
dPCR Assay aufweist.

16. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 15, wobei zunachst die Probenflissigkeit
(27) durch den Strémungskanal (25) in die Anord-
nung von Reaktionsbereichen (26) gestromt wird,
und wobei die anfangliche Trennflissigkeit (28) in
den Strémungskanal (25) der mikrofluidischen Vor-
richtung (2) gestrémt wird, nachdem die Probenflis-
sigkeit (27) der Anordnung von Reaktionsbereichen
(26) zugeflihrt wurde.

17. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der vorhergehenden Schutzanspriiche, wobei das
mikrofluidische System (1; 1') ferner ein Detektions-
mittel zum Erfassen des Vorhandenseins oder der
Erzeugung von Gasblasen in der mikrofluidischen
Vorrichtung (2) umfasst.

18. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 17, wobei das Detektionsmittel eine opti-
sche Abbildungsvorrichtung ist.

19. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 18, wobei das Detektionsmittel eine opti-
sche Kamera ist.

20. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der vorhergehenden Schutzanspriiche, wobei das
mikrofluidische System (1; 1') weiterhin eine thermi-
sche Halterung umfasst, die die mikrofluidische Vor-
richtung (2) aufnimmt, um dem Array von Reaktions-
bereichen (26) ein Thermocycling-Temperaturprofil
zu verleihen.
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21. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der Schutzanspriche 1 bis 19, wobei eine Bereit-
stellung eines Thermocycling-Temperaturprofils fir
die Anordnung von Reaktionsbereichen (26) mittels
einer Heiz- und/oder Kuhleinrichtung zum Erwarmen
und/oder Kuhlen der Temperatur der Trennflissig-
keit auf eine gewilinschte Thermocycling-Tempera-
turprofiltemperatur implementiert ist.

22. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 21, wobei die sekundare Trennflissig-
keitsquelle (4) einen Vorratsbehalter (42) mit nicht
beheizter zusatzlicher Trennflissigkeit (29) umfasst,
wobei stromabwarts des Vorratsbehalters (42) eine
Stréomungsheizeinrichtung (5) vorgesehen ist, um
die zusatzliche Trennflissigkeit (29) bei Bedarf zu
erwarmen.

23. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 21 oder 22, wobei die sekundare Trenn-
flussigkeitsquelle (4) mindestens ein Reservoir (41)
mit erwarmter zusatzlicher Trennflissigkeit (29) und
mindestens ein Reservoir (42) mit nicht erwarmter
oder gekuhlter zusatzlicher Trennflissigkeit (29)
umfasst, wobei die Reservoire (41, 42) durch einen
Ventilmechanismus (411, 421), wie z.B. ein jeweili-
ges elektronisch gesteuertes Abgabeventil (411,
421) oder ein gemeinsames Mischventil, trennbar
mit dem Strémungskreislauf (3) verbunden sind.

24. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der Schutzanspriiche 21 bis 23, wobei die zusatzli-
che Trennflissigkeit (29) elektrisch leitfahiges Mate-
rial, wie z. B. Graphenmaterial, umfasst, um die
zusétzliche Trennflussigkeit (29) durch das Anlegen
von Elektrizitat an die zusatzliche Trennflissigkeit
bei Bedarf zu erwarmen.

25. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der vorhergehenden Schutzanspriiche, wobei das
mikrofluidische System (1; 1') weiterhin eine Druck-
kammer umfasst, die zumindest die mikrofluidische
Vorrichtung (2) umgibt.

26. Verwendung eines mikrofluidischen Systems
(1; 1') nach einem der vorhergehenden Schutzan-
spriche zum Ausspilen von Gasblasen aus dem
Stromungskanal (25) mittels zusatzlicher TrennflUs-
sigkeit (29) nachdem die Probenflissigkeit (27)
innerhalb der Anordnung von Reaktionsbereichen
(26) durch anfangliche Trennflussigkeit (28) voll-
standig versiegelt wurde.

27. Verwendung eines mikrofluidischen Systems
(1; 1') nach Schutzanspruch 26, wobei
Probenflissigkeit (27) durch den Stromungskanal
(25) der mikrofluidischen Vorrichtung (2) gestromt
wird, die in Form eines mikrofluidischen Chips vor-
gesehen sein kann, und die Anordnung von Reak-
tionsbereichen (26) sukzessive durch Schieben der
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Probenflissigkeit (27) durch den Strémungskanal
(25) mit der Probenflussigkeit (27) gefullt wird;
anfangliche Versiegelungsflissigkeit (28) durch den
Strdmungskanal (25) der mikrofluidischen Vorrich-
tung (2) gestrémt wird, zum Versiegeln jedes Reak-
tionsbereichs der Anordnung von Reaktionsberei-
chen (26), nachdem derselbe mit der
Probenfliissigkeit (27) gefillt wurde, und zum
Herausdricken der restlichen Probenflissigkeit
(27) aus der mikrofluidischen Vorrichtung (2);

ein Thermocycling-Temperaturprofil auf das Array
von Reaktionsbereichen (26) angewandt wird, und
zusatzliche Trennflussigkeit (29) durch den Stro-
mungskanal (25) der mikrofluidischen Vorrichtung
(2) gepumpt wird, um Gasblasen aus dem Stro-
mungskanal (25) zu spulen.

28. Verwendung eines mikrofluidischen Systems
(1; 1') nach Schutzanspruch 26 oder 27, wobei die
zusatzliche Trennflissigkeit (29) nach dem Versie-
geln der ProbenflUssigkeit (27) innerhalb der Anord-
nung von Reaktionsbereichen (26) durch anfangli-
che Trennflissigkeit (28) durch den
Strémungskanal (25) gepumpt wird, wobei das
Pumpen ein Pumpen einer vorbestimmten Menge
an zusatzlicher Trennflissigkeit (29) durch den Stro-
mungskanal (25) auf Anforderung umfasst.

29. Verwendung eines mikrofluidischen Systems
(1; 1") nach Schutzanspruch 28, wobei das Pumpen
von zusatzlicher Trennflissigkeit (29) durch den
Stromungskanal (25) ein konstantes Pumpen von
zusatzlicher Trennflissigkeit (29) durch den Stro-
mungskanal (25) oder ein intermittierendes Pumpen
von zusatzlicher Trennflissigkeit (29) durch den
Strémungskanal (25) oder ein Pumpen von zusatzli-
cher Trennflussigkeit (29) durch den Stromungska-
nal (25) bei Detektion von Gasblasen im Strdmungs-
kanal (25) ist.

30. Verwendung eines mikrofluidischen Systems
(1; 1" nach einem der Schutzanspriiche 26 bis 29,
wobei das Vorhandensein oder die Erzeugung von
Gasblasen in der mikrofluidischen Vorrichtung (2)
Uberwacht und erfasst wird.

31. Verwendung eines mikrofluidischen Systems
(1; 1"y nach Schutzanspruch 30, wobei das Vorhan-
densein oder die Erzeugung von Gasblasen in der
mikrofluidischen Vorrichtung (2) mittels eines Erfas-
sungsmittels, wie einer optischen Abbildungsvor-
richtung, zum Beispiel einer optischen Kamera,
Uberwacht und erfasst wird.

32. Verwendung eines mikrofluidischen Systems
(1; 1') nach einem der Schutzanspriiche 26 bis 31,
wobei Gasblasen aus der zusatzlichen Trennflissig-
keit (29) abgetrennt werden.
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33. Verwendung eines mikrofluidischen Systems
(1; 1') nach Schutzanspruch 32, wobei das Abtren-
nen mittels einer Blasenfalle (32) erfolgt, die mit
dem Stromungskreislauf (3) stromabwarts des Aus-
lasses (24) der mikrofluidischen Vorrichtung (2) ver-
bunden ist.

34. Verwendung eines mikrofluidischen Systems
(1; 1" nach einem der Schutzanspriiche 26 bis 33,
wobei Druck auf die mikrofluidische Vorrichtung (2)
aufgebracht wird.

35. Verwendung eines mikrofluidischen Systems
(1; 1" nach Schutzanspruch 34, wobei der Druck
mittels einer Druckkammer aufgebracht wird, die
zumindest die mikrofluidische Vorrichtung (2)
umgibt.

36. Verwendung eines mikrofluidischen Systems
(1; 1") nach einem der Schutzanspriche 26 bis 35,
wobei die biologischen Probe, die in der Anordnung
von Reaktionsbereichen (26) bereitgestellt wird,
getestet wird.

37. Verwendung eines mikrofluidischen Systems
(1; 1') nach einem der Schutzanspriiche 26 bis 36,
wobei das Anwendens des Thermocycling-Tempe-
raturprofils auf die Anordnung von Reaktionsberei-
chen (26) eine Steuerung des Temperaturprofils
einer thermischen Halterung umfasst, die die mikro-
fluidische Vorrichtung (2) aufnimmt, um der Anord-
nung von Reaktionsbereichen (26) ein Thermocyc-
ling-Temperaturprofil zu liefern, oder eine Steuerung
einer Heizeinrichtung zum Erwarmen oder einer
Kahleinrichtung zum Kiihlen der Temperatur der
Trennflissigkeit auf eine gewinschte Temperatur
des Thermocycling-Temperaturprofils umfasst, oder
eine Steuerung einer Heizeinrichtung zum Erwar-
men und einer Kihleinrichtung zum Kihlen der
Temperatur der  Trennflissigkeit auf eine
gewinschte Temperatur des Thermocycling-Tempe-
raturprofils umfasst.

38. Verwendung eines mikrofluidischen Systems
(1; 1') nach Schutzanspruch 37, wobei die Steue-
rung der Heiz- oder Kihleinrichtung (5) ein Steuern
einer stromabwarts der sekundaren Trennflissig-
keitsquelle (4) vorgesehenen Durchflussheizeinrich-
tung (5) zum Erwarmen der zusatzlichen Trennflis-
sigkeit (29) auf Anforderung umfasst.

39. Verwendung eines mikrofluidischen Systems
(1; 1" nach einem der Schutzanspriiche 37 und 38,
wobei die Steuerung der Heiz- oder Kihleinrichtung
(5) ein Steuern eines Ventilmechanismus (411, 421)
zum Mischen von zusatzlicher Trennflissigkeit (29)
aus mindestens einem Reservoir (41) mit einer
erwarmten zusatzlichen Trennflissigkeit (29) und
mindestens einem Reservoir (42) mit einer nicht
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erwarmten oder gekuhlten zusatzlichen Trennflls-
sigkeit (29) umfasst.

40. Verwendung eines mikrofluidischen Systems
(1; 1) nach einem der Schutzanspriiche 37 bis 39,
wobei die Steuerung der Heiz- oder Kiihleinrichtung
(5) ein Anlegen von Elekitrizitdt an die zusatzliche
Trennflussigkeit (29) auf Anforderung umfasst,
wobei die zusatzliche Trennflissigkeit (29) elekt-
risch leitendes Material, wie Graphenmaterial, zum
Erwarmen der zusatzlichen Trennflissigkeit (29)
durch das Anlegen von Elektrizitdt umfasst.

41. Mikrofluidisches System (1; 1') fur die digi-
tale Polymerase-Kettenreaktion dPCR einer biologi-
schen Probe, wobei das mikrofluidische System (1;
1') umfasst:
mindestens eine mikrofluidische Vorrichtung (2) mit
einem Einlass (23), einem Auslass (24), einem Stro-
mungskanal (25), der den Einlass (23) mit dem Aus-
lass (24) verbindet, und einer Anordnung von Reak-
tionsbereichen (26), die mit dem Stromungskanal
(25) in Fluidverbindung stehen;
einen Stromungskreislauf (3), der mit der mikrofluidi-
schen Vorrichtung (2) verbindbar ist, um Flissigkeit
durch den Stréomungskanal (25) der mikrofluidischen
Vorrichtung (2) flieBen zu lassen;
eine Probenflissigkeitsquelle, die an die mikrofluidi-
sche Vorrichtung (2) anschlieR®bar ist, um die mikro-
fluidische Vorrichtung (2) mit einer Probenflussigkeit
(27) zu versorgen;
eine primare Trennflissigkeitsquelle, die mit der
mikrofluidischen Vorrichtung (2) verbindbar ist, um
die mikrofluidische Vorrichtung (2) mit anfanglicher
Trennflussigkeit (28) zum Versiegeln der Proben-
flussigkeit (27) innerhalb der Anordnung von Reak-
tionsbereichen (26) zu versorgen;
eine sekundare Trennflissigkeitsquelle (4), die an
die mikrofluidische Vorrichtung (2) anschlieRbar ist,
um die mikrofluidische Vorrichtung (2) mit zusatzli-
cher Trennflissigkeit (29) zu versorgen, und
eine Pumpeinrichtung (31), die mit dem Strémungs-
kreislauf (3) verbunden und geeignet ist, die zusatz-
liche Trennflussigkeit (29) durch den Strémungska-
nal (25) zu pumpen,
wobei das mikrofluidische System weiterhin eine
Steuereinrichtung umfasst, um die Pumpeinrichtung
(31) zu steuern, um die zusatzliche Trennflissigkeit
(29) bei Bedarf durch den Strémungskanal (25) zu
pumpen, um Gasblasen aus dem Stréomungskanal
(25) zu spulen.

42. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 41, wobei die Probenflissigkeit (27) eine
wassrige Losung ist, die die biologische Probe und
die fir den dPCR-Assay erforderlichen Reagenzien
umfasst, und wobei jede Trennflissigkeit (28, 29)
eine mit der Probenflissigkeit (27) nicht mischbare
Flussigkeit ist.
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43. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 42, wobei jede Trennflissigkeit (28, 29)
entweder Ol oder eine Polymerflissigkeit, wie eine
Silikonflissigkeit, oder ein Gemisch davon ist.

44. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 43, wobei die anfangliche Trennfliissigkeit
(28) und die zusatzliche Trennflissigkeit (29) aus
demselben Trennflissigkeitsmaterial bestehen.

45. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der Schutzanspriche 41 bis 44, wobei die primare
Trennflissigkeitsquelle und die sekundare Trenn-
flussigkeitsquelle (4) durch unterschiedliche Trenn-
flissigkeitsreservoire oder durch ein gemeinsames
Trennflissigkeitsreservoir realisiert sind.

46. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 45, wobei die initiale Trennflissigkeit (28)
eine untemperierte Trennflissigkeit ist.

47. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der Schutzanspriiche 41 bis 46, wobei die Pumpein-
richtung (31) so gesteuert wird, dass sie eine vorbe-
stimmte Menge der zusatzlichen Trennflissigkeit
(29) durch den Strémungskanal (25) pumpt.

48. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 47, wobei die Pumpeinrichtung (31) so
gesteuert wird, dass sie die zusatzliche Trennflis-
sigkeit (29) konstant, intermittierend oder bei Detek-
tion von Gasblasen im Strémungskanal (25) durch
den Strémungskanal (25) pumpt.

49. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der Schutzanspriiche 41 bis 48, wobei das mikroflui-
dische System (1; 1') ferner eine mit dem Stro-
mungskreislauf (3) verbundene Blasenfalle (32) zur
Abtrennung von Gas aus der Trennflissigkeit (28,
29) aufweist, wobei die Blasenfalle (32) stromab-
warts des Auslasses (24) der mikrofluidischen Vor-
richtung (2) angeordnet ist.

50. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der Schutzanspriiche 41 bis 49, wobei das mikroflui-
dische System (1; 1') zum Untersuchen der biologi-
schen Probe verwendet wird, die in Form der Pro-
benflissigkeit (27) zu jedem Element des Arrays
von Reaktionsbereichen (26) bereitgestellt wird.

51. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der Schutzanspriiche 41 bis 50, wobei der Einlass
(23) und/oder der Auslass (24) in Form eines Ver-
bindungsports zur Verbindung der mikrofluidischen
Vorrichtung (2) mit der Probenfliissigkeitsquelle,
zur Verbindung der mikrofluidischen Vorrichtung (2)
mit der primaren Trennflissigkeitsquelle und/oder
zur Verbindung der mikrofluidischen Vorrichtung (2)
mit der sekundaren Trennflissigkeitsquelle (4) aus-
gefihrt sind.
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52. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der Schutzanspriche 41 bis 51, wobei die mikroflui-
dische Vorrichtung (2) mit mindestens einer unteren
Schicht (21) und einer oberen Schicht (22) aufge-
baut ist, wobei entweder die untere Schicht (21)
oder die obere Schicht (22) das Array von Reak-
tionsbereichen (26), den Einlass (23) und den Aus-
lass (24) bereitstellt, und wobei der Strémungskanal
(25) zwischen der unteren Schicht (21) und der obe-
ren Schicht (22) eingerichtet ist und in Fluidverbin-
dung mit dem Array von Reaktionsbereichen (26)
steht.

53. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 52, wobei jeder Reaktionsbereich eine
Mikrovertiefung oder eine Nanovertiefung ist.

54. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 53, wobei die mikrofluidische Vorrichtung
(2) ein mikrofluidischer Chip ist

55. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der Schutzansprliche 41 bis 54, wobei die Proben-
flissigkeit (27) eine wassrige Losung ist, welche die
biologische Probe und Reagenzien zum dPCR
Assay aufweist.

56. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 55, wobei zunachst die Probenflissigkeit
(27) durch den Strémungskanal (25) in die Anord-
nung von Reaktionsbereichen (26) gestromt wird,
und wobei die anfangliche Trennflissigkeit (28) in
den Strémungskanal (25) der mikrofluidischen Vor-
richtung (2) gestrémt wird, nachdem die Probenflis-
sigkeit (27) der Anordnung von Reaktionsbereichen
(26) zugeflihrt wurde.

57. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der Schutzanspriiche 41 bis 56, wobei das mikroflui-
dische System (1; 1') ferner ein Detektionsmittel
zum Erfassen des Vorhandenseins oder der Erzeu-
gung von Gasblasen in der mikrofluidischen Vorrich-
tung (2) umfasst.

58. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 57, wobei das Detektionsmittel eine opti-
sche Abbildungsvorrichtung ist.

59. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 58, wobei das Detektionsmittel eine opti-
sche Kamera ist.

60. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der Schutzanspriiche 41 bis 59, wobei das mikroflui-
dische System (1; 1') weiterhin eine thermische Hal-
terung umfasst, die die mikrofluidische Vorrichtung
(2) aufnimmt, um dem Array von Reaktionsberei-
chen (26) ein Thermocycling-Temperaturprofil zu
verleihen.
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61. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der Schutzanspriiche 41 bis 60, wobei eine Bereit-
stellung eines Thermocycling-Temperaturprofils fir
die Anordnung von Reaktionsbereichen (26) mittels
einer Heiz- und/oder Kuhleinrichtung zum Erwarmen
und/oder Kuhlen der Temperatur der Trennflissig-
keit auf eine gewilinschte Thermocycling-Tempera-
turprofiltemperatur implementiert ist.

62. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 61, wobei die sekundare Trennflissig-
keitsquelle (4) einen Vorratsbehalter (42) mit nicht
beheizter zusatzlicher Trennflissigkeit (29) umfasst,
wobei stromabwarts des Vorratsbehalters (42) eine
Stréomungsheizeinrichtung (5) vorgesehen ist, um
die zusatzliche Trennflissigkeit (29) bei Bedarf zu
erwarmen.

63. Mikrofluidisches System (1; 1') nach Schutz-
anspruch 61 oder 62, wobei die sekundare Trenn-
flussigkeitsquelle (4) mindestens ein Reservoir (41)
mit erwarmter zusatzlicher Trennflissigkeit (29) und
mindestens ein Reservoir (42) mit nicht erwarmter
oder gekuhlter zusatzlicher Trennflissigkeit (29)
umfasst, wobei die Reservoire (41, 42) durch einen
Ventilmechanismus (411, 421), wie z.B. ein jeweili-
ges elektronisch gesteuertes Abgabeventil (411,
421) oder ein gemeinsames Mischventil, trennbar
mit dem Strémungskreislauf (3) verbunden sind.

64. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der Schutzanspriiche 61 bis 63, wobei die zusatzli-
che Trennflissigkeit (29) elektrisch leitfahiges Mate-
rial, wie z. B. Graphenmaterial, umfasst, um die
zusétzliche Trennflussigkeit (29) durch das Anlegen
von Elektrizitat an die zusatzliche Trennflissigkeit
bei Bedarf zu erwarmen.

65. Mikrofluidisches System (1; 1') nach einem
der Schutzanspriiche 41 bis 64, wobei das mikroflui-
dische System (1; 1') weiterhin eine Druckkammer
umfasst, die zumindest die mikrofluidische Vorrich-
tung (2) umgibt.

Es folgen 4 Seiten Zeichnungen
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