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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Vorrichtun-
gen und Verfahren zur Probenanalyse. Spezieller ist
die Erfindung auf Vorrichtungen und Verfahren zur
Probenpfropfenbildung und anschlieRenden Abtren-
nung und/oder Analyse gerichtet.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Verfahren zur Durchfihrung und Analyse
von chemischen Reaktionen im Mikrobereich erfor-
dern haufig mehrere Schritte und ein ausgedehntes
Handhaben von Reagenzien. Diese Verfahren sind
typischerweise arbeitsintensiv und beinhalten kom-
plizierte Kombinationen einer Instrumentierung, z.B.
Pipetten, Pumpen, Spritzen, Ventile, Rohrmaterial,
ReagenzgefalRe und Reaktionskammern. Solche
Kompliziertheiten kénnen zu Ungenauigkeiten, er-
héhten Kosten und verringerten Reaktionsausbeuten
beitragen.

[0003] Analysentechniken erfordern typischerweise
einen hohen Grad an Arbeit und die Verwendung von
komplizierten Vorrichtungen. Auflerdem beinhalten
viele chemische Labor- und Industrieprozesse die
Verwendung von verhaltnismaRig grolen Volumina
von Reagenzien und mehreren Laborinstrumenten.
Typische Immunoassays groRen Umfangs erfordern
z.B. die Verwendung von Pipetten, Reagenzgefallen
und Reaktionskammern. Siehe z.B. Mattiasson et al.,
Proc. Int. Symp. on Enzyme-Labeled Immunoassay
of Hormones and Drugs, (Pal, S., Herausgeber, Wal-
ter de Gruyter, Berlin (1978), Seite 91). Solche Pro-
zesse kdnnen ungeachtet des Umfangs der Reaktion
auch mehrere Schritte erfordern. Demgemal exis-
tiert aufgrund der Einfihrung von Verunreinigungen,
volumetrischen Ungenauigkeiten und geringer Re-
produzierbarkeit ein Potential fur verringerte Genau-
igkeit. Diese Probleme sind insbesondere bei diag-
nostischen Anwendungen im Mikrobereich spurbar,
bei denen biologische Proben analysiert werden, wie
z.B. Immunoassays, Polynucleotidamplifikationen
oder -hybridisierungen.

[0004] In letzter Zeit sind Anstrengungen unternom-
men worden, um chemische Prozesse zu moderni-
sieren, um Kosten zu reduzieren, Genauigkeit zu er-
héhen und Redaktionsausbeuten zu verbessern.
Z.B. sind Kapillarelektrophoresetechniken vorschla-
gen worden, um die Auflésung bei Immunoassays zu
erhdhen. Verschiedene Versuche sind unternommen
worden, um andere ubliche Analysentechniken zu
verbessern, wie z.B. die Polymerasekettenreaktion
(PCR). Z.B. berichtet das US-Patent 5,273,907 Uber
eine mit PCR-Reagenzien vorbeladene Kapillare, die
verwendet wird, um zur DNA-Amplifikation eine Pro-
be an die Reagenzien abzugeben. Ahnlich be-
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schreibt die internationale Patentverdffentlichung
WO 93/22058 ein Gerat im Mikrobereich zur Ausfuh-
rung von PCR. In diesem Fall werden PCR-Reagen-
zien von einer ersten Kammer durch Bewegung von
Materialien durch Kanéle in einem Mikrochip mit ei-
ner Probe in einer zweiten Kammer gemischt.

[0005] In letzter Zeit sind Anstrengungen unternom-
men worden, um chemische Prozesse zu moderni-
sieren, um Arbeit und Kompliziertheit zu verringern.
Eine solche Anstrengung beinhaltet die Verwendung
von Mikrochipanordnungen. Eine Mikrochipanord-
nung besteht typischerweise aus einem diinnen Sili-
ciumdioxidsubstrat oder einem anderen polymeren
Substrat, auf dem Kanale geatzt sind. Die Kanale die-
nen als Mittel zum Reagenzientransport und/oder als
die Reaktionskammern selbst. Mikrochipanordnun-
gen zur Ausflihrung von chemischen Reaktionen im
Mikrobereich kénnen eine Reihe von miteinander
verbundenen Kanalen umfassen. Z.B. kdnnen Kana-
le auf der Oberflache eines mikroverfertigten Fest-
korpers geatzt sein. Reagenzien in Losung werden
dann in die Kanale platziert und mit z.B. Reagenzien
reagieren gelassen, die sich bereits in den Kanalen
befinden. Spannungsgradienten kdénnen verwendet
werden, um Probenfluss und -mischen zu steuern.
Siehe z.B. die internationale Veréffentlichung WO
96/04547. Wasserstoff- und Sauerstoffgas resultie-
ren haufig aus einer Verwendung von Spannungs-
gradienten zum Steuern eines Probenflusses. Elek-
trolyseprodukte kénnen sich auch in der Nahe der
Elektrodenoberflache ansammeln.

[0006] Mikrochipanordnungen, die keine Span-
nungsgradienten erfordern, um die Proben und L&-
sungen zu injizieren, sind konstruiert worden. Siehe
z.B. das US-Patent No. 5,304,487; die internationale
Veroffentlichung WO 93/22053; und die internationa-
le Verdffentlichung WO 93/22054 (die Mikrochipan-
ordnungen zur Probenanalyse beschreiben). In sol-
chen Systemen wird ein stationdrer Flissigkeits-
strom durch eine Reihe von Kanalen gepumpt, die
auf einem Mikrochip geéatzt sind. Eine Probe wird
durch einen der Kanale eingefiihrt und mit dem Flus-
sigkeitsstrom gemischt. Diese Systeme werden ver-
wendet, um das Vorhandensein einer Probenkompo-
nente oder das Vorhandensein von einer gewissen
biologischen Entitat (z.B. ein Bakterium oder Virus)
nachzuweisen, indem die Varianz in der FlieRge-
schwindigkeit zwischen Flissigkeit und mit Probe ge-
mischter Flussigkeit gemessen wird, wenn jede
durch den Mikrochip flief3t.

[0007] Es verbleibt ein Bedarf in der Technik an Ver-
fahren und Geraten, die die Zeit, Arbeit, Kosten, die
biologische Gefahrdungsexposition und die Kompli-
ziertheit verringern, die im Augenblick in der Leis-
tungsfahigkeit einer chemischen Analyse von biologi-
schen Proben im Mikrobereich beinhaltet sind. Spe-
zieller gibt es einen Bedarf an Vorrichtungen und Ver-
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fahren, die effizient und 6konomisch einen Proben-
pfropfen bilden und ihn an einen Trennkanal
und/oder ein Analysengerat abgeben.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0008] Es sind Vorrichtungen und Verfahren zur
schnellen, automatischen Analyse von Proben im Mi-
krobereich unter Verwendung von Druckunterschie-
den entwickelt worden. Ein Probenpfropfenbildungs-
gerat der Erfindung umfasst im Allgemeinen zwei
sich kreuzende Kanale, einen Einfiihrkanal und einen
Trennkanal. Eine Probe wird durch eine Offnung in ei-
nen ersten Kanal eingefiihrt, der hierin als ein Pro-
beneinfuhrkanal bezeichnet wird. Die Probe bewegt
sich durch den Probeneinfiihrkanal durch Vakuum,
Druck, Kapillarwirkung oder eine Kombination davon.
In einem Abstand von dem Punkt einer Probenein-
fuhrung bildet der Probeneinfiihrkanal eine Verbin-
dungsstelle oder Kreuzung mit (d.h. er kreuzt sich
mit) einem zweiten Kanal, der hierin als ein Trennka-
nal bezeichnet wird. Durch die Verwendung von
Druck und/oder Vakuum, die an den Trennkanal
und/oder den Probeneinfuhrkanal angelegt werden,
wird ein Teil der Probe in den Trennkanal transpor-
tiert, wenn die Probenhauptmasse die Kreuzung zwi-
schen dem Probeneinfuhr- und -trennkanal kreuzt.
Mit der richtigen Steuerung kann ein diskreter Pfrop-
fen einer Probe im Trennkanal reproduzierbar gebil-
det werden und Abtrenntechniken und/oder einer
Analyse unterzogen werden. AnschlieRend an die
Bildung des Probenpfropfens wird der Teil der Probe,
der den Probenpfropfen nicht bildet, typischerweise
zu einem Abflussauslass bewegt.

[0009] Eine Bildung des Probenpfropfens an der
Kanalkreuzung wird durch Aufbringung von Druckun-
terschieden in und zwischen dem Probeneinfiihr- und
-trennkanal gesteuert. Ein erster Druckunterschied
wird so aufgebracht, um einen Probenfluss durch den
Einfihrkanal zu seiner Verbindungsstelle zu induzie-
ren. AnschlieBend wird mindestens ein zweiter
Druckunterschied aufgebracht, um einen Teil der
Probe in den und entlang der Achse des Trennkanals
zu bewegen. Ein Pfropfen einer Probe wird im Allge-
meinen im Trennkanal an der Kreuzung gebildet,
wenn der Druck axial entlang dem Trennkanal in Be-
zug zum Probeneinfihrkanal erhéht wird. Die Fre-
quenz und GroRe einer Pfropfenbildung wird gesteu-
ert, indem die Druckunterschiede gesteuert werden.

[0010] Der Probeneinfiihr- und -trennkanal kénnen
Kapillaren sein, die gebildet sind, um sich an einer
Kreuzung zu kreuzen. Eine bevorzugte Struktur, die
den Probeneinfihr- und -trennkanal definiert, ist ein
mikroverfertigter Festkorper, wie z.B. ein Mikrochip.
Typischerweise werden Kanale direkt in den Mikro-
chip geatzt. In einer bevorzugten Ausfihrungsform
umfasst der Mikrochip eine Reihe von Probeneinflihr-
und -trennkanalen, die auf seiner Oberflache geatzt
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sind. Solche Kanale weisen vorzugsweise Quer-
schnittsabmessungen von zwischen etwa 0,1 pm und
etwa 1000 ym auf.

[0011] In einer bevorzugten Ausflihrungsform um-
fasst der Trennkanal eine Léangsachse, die ein Medi-
um, z.B. Wasser, einen Elektrolyten oder eine Poly-
acrylamidldsung oder -gel, enthalt, was die Abtren-
nung von Komponenten unterstutzt, von denen ver-
mutet wird, dass sie sich in der Probe befinden. Folg-
lich migriert ein Probenpfropfen, der an der Kreuzung
des Probeneinflihr- und -trennkanals gebildet ist, axi-
al entlang dem Trennkanal, wo er in seine Kompo-
nenten getrennt werden kann. Vorzugsweise enthal-
ten der Probeneinfuhr- und -trennkanal einen Puffer,
der mit der Probe und dem Trennmedium kompatibel
ist, wenn vorhanden. Das Gerat kann weiter einen
Spannungsgenerator umfassen, um eine Spannung
axial entlang der Langsachse des Trennkanals anzu-
legen. Die Anlegung einer Spannung entlang dem
Trennkanal kann die Abtrennung von Komponenten
der Probe unterstutzen, z.B. wenn die Abtrennung
durch Elektrophorese erreicht wird.

[0012] Auch umfasst in einer bevorzugten Ausfih-
rungsform ein Gerat der Erfindung einen Detektor.
Der Detektor ist in der Nahe des Trennkanals plat-
ziert, um abgetrennte Komponenten einer Probe
nachzuweisen. Der Detektor kann einen Ultraviolett-
detektor, einen Sichtlichtdetektor, einen Infrarotde-
tektor, einen Fluoreszenzdetektor, einen Chemilumi-
neszenzdetektor, einen Brechungsindexdetektor, ei-
nen Ramandetektor, ein Massenspektrometer, einen
elektrochemischen Detektor und/oder einen Leitfa-
higkeitsdetektor umfassen. Vorzugsweise ist der De-
tektor ein Massenspektrometer, ein Fluoreszenzde-
tektor oder ein Radioaktivitatsdetektor.

[0013] Ein Probenpfropfenbildungsgerat der Erfin-
dung kann in Verbindung mit einem Probenabgabe-
system verwendet werden. Ein bevorzugtes Proben-
abgabegerat ist in einer in gemeinsamem Besitz be-
findlichen, mitanhangigen US-Patentanmeldung, Se-
rial No. 09/(zu verbessern in, wenn verflgbar; identi-
fiziert durch das Vertreterzeichen No. SYP-131), mit
dem Titel "Apparatus And Methods For Sample Deli-
very", offenbart. In einer bevorzugten Ausfiihrungs-
form der Anmeldung findet eine chemische Reaktion
in einem Probenabgabesystem statt, und die Produk-
te der Reaktion werden zu einem Probeneinfihrkanal
eines Gerats der vorliegenden Erfindung einge-
bracht.

[0014] Ein bevorzugtes Probenabgabegerat weist
ein Gehause auf, das eine Kapillare definiert, die ein
offenes Ende zur Einflihrung einer Probe und ein ge-
schlossenes Ende aufweist. Das geschlossene Ende
ist vorzugsweise mit einem Temperaturregelgerat
verbunden, das verwendet wird, um eine Bewegung
der Probe und Reaktanten im Probenabgabesystem
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zu steuern. Chemische Reagenzien, wie z.B. Binde-
proteine, Liganden, Rezeptoren, Antikérper oder An-
tigene konnen in der Kapillare immobilisiert sein. Die-
se Reagenzien kénnen nachweisbar markiert sein
und sind vorzugsweise fluoreszenzmarkiert. Diese
Reagenzien kénnen auch chemisch oder enzyma-
tisch markiert sein, z.B., um eine Amplifikation vor ei-
nem Nachweis zu ermdglichen.

[0015] Die vorliegende Erfindung sorgt fir eine
schnelle, genaue und reproduzierbare Analyse von
Proben im Mikrobereich. Bei Verwendung in Verbin-
dung mit einem Probenabgabegerat, wie oben be-
schrieben, ist die Analyse einer Probe vom Anfang
bis zum Ende ein automatischer Prozess. Aul’erdem
kann der automatische Prozess eine oder mehrere
Reaktionen umfassen, die im Probenabgabegerat
stattfinden kénnen. Die Erfindung wird bei Erwagung
der folgenden Zeichnungen, Beschreibung und An-
spriiche weiter verstanden.

BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0016] FEiga. 1 ist eine schematische graphische Dar-
stellung eines Probenpfropfenbildungsgerats der Er-
findung. Ein Probeneinfihrkanal bildet eine nichtpar-
allele Verbindungsstelle mit einem Trennkanal, in
dem ein Probenpfropfen ausgebildet ist. Die Rich-
tung eines Probenflusses ist durch Pfeile 16, 18 und
20 angezeigt.

[0017] Fig. 2: A-F sind schematische Querschnitts-
ansichten eines Gerats der Erfindung, wobei ein
Fluss einer Probe durch die Kanale bei verschiede-
nen Stadien wahrend der Durchfihrung eines Ver-
fahrens der Erfindung dargestellt ist.

[0018] Fig. 3: A-F sind schematische Querschnitts-
ansichten eines Gerats der Erfindung, wobei ein
Fluss einer Probe durch die Kanéale bei Anlegung ei-
ner "Aufhaufungs"-Spannung entlang dem Trennka-
nal dargestellt ist.

[0019] Fig. 4 stellt eine bevorzugte Ausflihrungs-
form der Erfindung dar, die eine Mikrochipanordnung
ist, die mit einer Reihe von Probeneinfiihrkanalen
und -trennkanalen geatzt ist. Der wiedergegebene
Mikrochip weist Verbindungen auf, die den Druck
und/oder die Spannung durch die Kanale steuern.

[0020] Fig. 5 stellt ein Probenabgabesystem in Ver-
bindung mit einer Mikrochipanordnungausfiihrungs-
form der vorliegenden Erfindung, wie in Fig. 4 wie-
dergegeben, dar. Das Probenabgabesystem umfasst
ein Array von Kapillaren, die mit einem Satz von che-
mischen Reagenzien vorbeladen sind und in Verbin-
dung mit einem Temperaturregelgerat stehen. Die
Kapillaren sind Uber der Mikrochipanordnung positio-
niert und werden verwendet, um eine Probe an die
Probeneinfihrkanale der Mikrochipanordnung abzu-
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geben.

[0021] Fig. 6 stellt ein Array von Kapillaren dar, die
einen ersten Satz von chemischen Reagenzien und
einen zweiten Satz von chemischen Reagenzien ent-
halten. Ein Temperaturregelgerat ist in Verbindung
mit den Kapillaren dargestellt. Ein zweites Tempera-
turregelgerat zur ortlichen Erwarmung und Kihlung
ist auch dargestellt. Die Kapillaren sind zur Abgabe
von Proben an die Probeneinfihrkanale Uber einer
Mikrochipanordnung positioniert.

[0022] Fig. 7 gibt ein wissenschaftliches Instrument
der Erfindung wieder, das ein integriertes Probenab-
gabesystem, ein Probenpfropfenbildungsgerat und
andere in Beziehung stehende Ausristung zur
Durchfiihrung einer schnellen, automatischen Analy-
se von Proben im Mikrobereich umfasst.

[0023] Gleiche Bezugszeichen in respektiven ge-
zeichneten Figuren zeigen entsprechende Teile an.

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFIN-
DUNG

[0024] Die vorliegende Erfindung sorgt fur die auto-
matische Bildung eines Probenpfropfens, der in sei-
ne einzelnen Komponenten getrennt und/oder analy-
siert werden kann. Wie hierin verwendet, soll der Ter-
minus "Probe" jegliche Quelle bedeuten, von der ver-
mutet wird, dass sie eine beliebige Komponente, die
nachzuweisen oder zu identifizieren ist, oder ir-
gendeine potentiell reaktive chemische Entitat ent-
halt. Eine Probe kann "unverdinnt" sein oder kann
mit einem geeigneten Lésungsmittel verdiinnt sein.
Im Augenblick bevorzugte Proben umfassen, sind
aber nicht darauf beschrankt, ein beliebiges biologi-
sches Untersuchungsmaterial, von dem vermutet
wird, dass es eine Komponente von Interesse ent-
halt. Zur Verwendung in der beanspruchten Erfin-
dung geeignete Proben umfassen, sind aber nicht
darauf beschrankt, Kérperfluide, wie z.B. Blut, Se-
rum, Plasma, Urin, cerebrospinales Fluid, Saliva,
Schweil}, Samen, Tranen, Vaginalfluid, Fruchtwasser
und Aszitesflussigkeit.

[0025] Wie hierin verwendet, soll der Terminus
"Komponente" eine beliebige identifizierbare oder
nachweisbare Substanz oder eine Substanz bedeu-
ten, die eine Abtrennung von anderen Substanzen in
einer Probe unter Verwendung einer Vorrichtung der
Erfindung zulasst. Bevorzugte Komponenten umfas-
sen, sind aber nicht darauf beschrankt, chemische
und biologische Einheiten, wie z.B. Proteine, Pepti-
de, Nucleinsauren, Peptidhormone, Nicht-Peptidhor-
mone, Missbrauchsarzneimittel, Pharmazeutika, mi-
krobielle Antigene, virale Antigene, Kohlenhydrate,
polyklonale Antikdrper, monoklonale Antikérper, An-
ti-ldiotyp-Antikorper, Antikdrperfragmente, Enzym-
substrate, Enzyminhibitoren, Biotin, Rezeptoren, Li-
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ganden, Inhibitoren und Bindungskompetitoren.
Komponenten kénnen auch an eine Sonde und ins-
besondere eine nachweisbar markierte Sonde ge-
bunden sein. Ubliche Sonden umfassen Polynucleo-
tide, wie Ribosonden und Peptidnucleinsduren
(PNAs).

[0026] Allgemein gesprochen, liefert die Erfindung
Vorrichtungen und Verfahren zur Analyse einer Pro-
be im Mikrobereich. Jedoch kann eine Probe einer
beliebigen GroRe mit einem geeignet dimensionier-
ten Probenanalysengerat der Erfindung unter Ver-
wendung von Konzepten und Prinzipien, die hierin of-
fenbart sind, analysiert werden. Eine Vorrichtung der
Erfindung weist ein Gehduse auf, das zwei Kanale
definiert. Die zwei Kanale kreuzen sich, um eine
Kreuzung zu bilden. Eine Probe wird in einen ersten
Kanal, den Probeneinfihrkanal, eingefihrt. Der Pro-
beneinfuhrkanal kreuzt einen zweiten Kanal, den
Trennkanal. Die Kanéle kdnnen sich unter einem be-
liebigen Winkel kreuzen, um die Kreuzung zu bilden.
Der Trennkanal ist typischerweise langer als die Lan-
ge des Probeneinfiihrkanals. Vorzugsweise ist der
Trennkanal mehr als zehnmal langer als der Proben-
einfihrkanal und spezieller mehr als einhundertmal
langer. Wenn der Unterschied in den Langen des
Probeneinflhrkanals und des Trennkanals nicht u-
Rerst grofd ist, kann der Querschnitt des Probenein-
fuhrkanals groRer sein, um den Druckabfall zu kom-
pensieren, d.h. den Druckabfall zu verringern.

[0027] Eine Vorrichtung der Erfindung umfasst wei-
ter ein Druckregelgerat, um Druckgradienten auf die
Kanale aufzubringen. Das Druckregelgerat selbst
kann eine Uberdruckquelle, wie z.B. eine peristalti-
sche Pumpe, oder eine Vakuumquelle, wie z.B. eine
Vakuumpumpe, sein. Eine Vakuumquelle kann auch
ein Absorptionsgerat sein, wie z.B. ein Docht, der un-
ter Verwendung von Oberflachenspannung (Kapillar-
wirkung) Flussigkeit in einen Kanal zieht. Jedoch
kann das Druckregelgerat eine steuerbare Druck-
quelle, z.B. eine Vakuumquelle, oder eine Uberdruck-
quelle, wie z.B. eine peristaltische Pumpe oder eine
Druckgasquelle, umfassen. Demgemall kann das
Druckregelgerat Hardware, wie z.B. Ventile, Mani-
folds, Rohrmaterial und dergleichen, umfassen. Das
Druckregelgerat kann auch Kontroller, wie z.B. einen
beliebigen geeigneten programmierbaren Logikkon-
troller auf Mikroprozessor-Basis, einen Personalcom-
puterkontroller oder dergleichen, zur Prozesssteue-
rung umfassen. Ein geeigneter Kontroller umfasst
Merkmale, wie z.B. Programmierbarkeit, Zuverlassig-
keit, Flexibilitdt und Dauerhaftigkeit. Der geeignete
Kontroller umfasst unter anderen Merkmalen ver-
schiedene Eingangs/Ausgangs-Ports, die verwendet
werden, um Verbindungen bereitzustellen, um Venti-
le zu 6ffnen und zu schlieRen, Fluide zu regeln und
zuzumessen. Der Kontroller umfasst auch geeigne-
ten Speicher, um Prozessrezepturen fir gewtinschte
Anwendungen zu speichern. Natlrlich hangt der Typ

von Kontroller von der speziellen Anwendung ab.

[0028] Aufbringung eines Druckgradienten in den
Kanalen bewegt die Probe durch die Kanale. Die Ka-
nale sind vorzugsweise auf einem mikroverfertigten
Festkdrper gebildet, wie z.B. einem Mikrochip. Der
Trennkanal kann Siebmedien, wie z.B. Polyacryla-
mid, als eine viskose Ldsung oder ein Gel aufweisen,
die darin angeordnet sind, um eine Abtrennung
und/oder Analyse zu erleichtern. Nach Abtrennung
kénnen die Probenkomponenten unter Verwendung
eines Detektors nachgewiesen werden, der entlang
oder in der Nahe des Endes des Trennkanals ange-
ordnet ist. Die Vorrichtung kann verwendet werden,
um automatisch Assays, wie z.B. unter anderem Im-
munoassays, Enzymassays, chemische Assays, Re-
zeptorassays, und Polynukleotididentifikationen aus-
zufuhren.

[0029] Eine Vorrichtung der Erfindung sorgt fir die
automatische gleichférmige Herstellung eines Pro-
benpfropfens durch die Verwendung von Vakuum
und/oder Uberdruck auf dem Probeneinfiihr- und
-trennkanal. Der Probeneinfihr- und -trennkanal de-
finieren ein Injektionssystem eines wissenschaftli-
chen Instruments der Erfindung. Wie in Fig. 1 veran-
schaulicht, bildet der Probeneinfiihrkanal 10 eine
Kreuzung 11 mit dem Trennkanal 12. Ein alternieren-
des Aufbringen von Uberdruck und/oder Vakuum auf
die Kanale bewirkt, dass sich ein Probenpfropfen 14
stromabwarts der Kreuzung im Trennkanal 12 bildet.
(Es versteht sich, dass Eig. 1 eine schematische Dar-
stellung ist und dass in der Wirklichkeit der Proben-
pfropfen 14 in den Kanalen enthalten ist.) Pfeile 16,
18 und 20 zeigen die Richtung eines Probenflusses
an. Ein Spannungsgenerator 19 kann verwendet
werden, um einen Spannungsgradienten entlang der
Langsachse des Trennkanals anzulegen. Z.B. kann
ein Spannungsgradient angelegt werden, wahrend
ein Druckunterschied eine Probe durch den Proben-
einfuhrkanal in einem Typ von Probenpfropfenbil-
dungsprozess bewegt, der als "Aufhaufung" bezeich-
net wird, was ausfuhrlicher unten beschrieben wird.

[0030] Um eine Automatisierung der hierin be-
schriebenen Verfahren zu unterstitzen, ist ein ande-
rer Aspekt der Erfindung ein wissenschaftliches In-
strument, das die oben beschriebene Probenanaly-
senvorrichtung enthalt. Das wissenschaftliche Instru-
ment ermdglicht die wirkungsvolle Automatisierung
der Systeme der Erfindung mit seinen Hilfsgeraten
und -ausristung. Das wissenschaftliche Instrument
ermdglicht auch, dass andere Vorrichtungen, z.B. ein
Probenabgabesystem, mit den Analysensystemen
der Erfindung verbunden wird, um zu ermdglichen,
dass eine funktionelle Konstruktion den Endbenut-
zererfordernissen entspricht. Z.B. kénnen Analysen-
instrumente mit einem wissenschaftlichen Instrument
der Erfindung verbunden werden, um eine Analyse
von Proben, z.B. zu gegebenen Zeitpunkten im Re-
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aktionszyklus, zu ermdglichen. In der Erfindung nitz-
liche Analyseninstrumente sind Fachleuten gut be-
kannt und umfassen, sind aber nicht darauf be-
schrankt, Massenspektrometrieinstrumente, Chro-
matographiesysteme und verschiedene Nachweisin-
strumente, wie z.B. Ultraviolett-, Infrarot-, Fluores-
zenz- und Brechungsindexdetektoren. Ein solcher
Detektor kann entfernt von der Kreuzung und in Ver-
bindung mit dem Trennkanal positioniert sein.

[0031] Andere nichtbeschrankende Beispiele fir
Hilfsinstrumente, die in der Erfindung nutzlich sind,
umfassen Diagnoseinstrumente zur Durchfiihrung
von Assays und Synthetisiervorrichtungen zum Auto-
matisieren der Produktion von speziellen Verbindun-
gen, um Teil einer Probe zu werden. Solche Synthe-
tisiervorrichtungen umfassen diejenigen, die kombi-
natorische Synthesen, die das Durchmustern von Bi-
bliotheken von Verbindungen ermdglichen, mit den
Abgabesystemen der Erfindung ausfihren kdénnen.
Samtliche obigen Instrumente und Gerate kdénnen
auf eine schrittweise Art von Hand betrieben werden.
Jedoch wird eine volle Automatisierung bevorzugt.
Wie fur einen Fachmann ersichtlich ist, umfasst eine
Automatisierung vorzugsweise einen Mikroprozessor
und/oder Computer, der verschiedene Aspekte der
Verfahren der Erfindung steuert, aber typischerweise
mindestens in Verbindung mit den Einrichtungen zur
Erzeugung der Druckunterschiede steht.

[0032] Verfahren der Erfindung sorgen fir die Bil-
dung eines Probenpfropfens und in gewissen Aus-
fuhrungsformen fur eine Abtrennung der Komponen-
ten dieses Probenpfropfens. Die Aufbringung von
Druck/Vakuum dient dazu, die Probe durch die Kana-
le des Injektionssystems einer Vorrichtung der Erfin-
dung zu drucken oder zu ziehen. Nachdem ein Pro-
benpfropfen im Trennkanal gebildet ist, kbnnen seine
Komponenten vorzugsweise durch Elektrophorese
abgetrennt werden. Jedoch kann ein zugemessener
Probenpfropfen zu einem anderen Analysengerat
ohne weitere Abtrennung zur Analyse transportiert
werden. Die Fig. 2A-Fig. 2F veranschaulichen die
verschiedenen Stadien einer Probenpfropfenbildung.
Zahlreiche Mittel sind zur Einflihrung einer Probe in
die Vorrichtung vorhanden, z.B. eine Injektion von ei-
ner Spritze oder dergleichen oder eine Einflihrung
von einem Probenabgabesystem, das im Stand der
Technik bekannt ist. In einer anderen Ausfuhrungs-
form kann ein Absorptionsmaterial, wie z.B. Baum-
wolle, in den Einfuhrkanal platziert werden. Das Ab-
sorptionsmaterial zieht durch Kapillarwirkung Probe
in den Probeneinfiihrkanal an. In einer anderen Aus-
fuhrungsform kann ein Absorptionsmaterial in Kon-
takt mit dem Auslass des Probeneinfiihrkanals plat-
ziert sein, z.B. Uber dem Kanal, so dass das Absorp-
tionsmaterial die Probe durch den Probeneinfiihrka-
nal zieht, indem ein Vakuum von Oberflachenspan-
nung (Kapillarwirkung) erzeugt wird.

[0033] Wie in Fig. 2A dargestellt, ist eine Probe 22
im Probeneinfuhrkanal 10 abgelagert. In Fig. 2B
zieht eine Aufbringung eines ersten Druckunter-
schied, d.h. ein Vakuum, auf den Probeneinfiihrka-
nal, entgegengesetzt dazu, wo die Probe eingeflhrt
wurde, die Probe durch den Probeneinfiihrkanal und
Uber die Verbindungsstelle 11, die mit dem Trennka-
nal 12 gebildet ist. In Fig. 2C zieht eine Aufbringung
eines zweiten Druckunterschieds, d.h. ein anderes
Vakuum, auf den Trennkanal einen Teil der Probe in
den Trennkanal.

[0034] Eine Aufbringung eines Druckunterschieds
auf den Trennkanal 12 fir ein spezifiziertes Intervall
erzeugt reproduzierbar diskrete Probenpfropfen. In
Fig. 2D bewirkt eine Aufbringung eines Uberdrucks
auf den Trennkanal von der zum Proben-22-fluss ent-
gegengesetzten Richtung, dass sich ein Pfropfen ei-
ner Probe 14 stromabwarts von der Kreuzung 11 bil-
det, wahrend die restliche Probe zum Auslass oder
zurick zur Einflhrstelle bewegt wird. In gewissen
Ausfiihrungsformen kann sich der Uberdruck fortset-
zen, um den Probenpfropfen durch den Trennkanal
zu bewegen, um eine Abtrennung zu bewerkstelli-
gen, ahnlich zum Betrieb einer Chromatographiesau-
le.

[0035] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ent-
halt der Trennkanal ein Siebmedium zur Abtrennung
der Probenkomponenten auf Grundlage von Ladung
oder Grofle. Das Siebmedium kann z.B. Polyacryla-
mid, Agarose, Polyethylenoxid, Polyvinylpyrolidin
und Methylcellulose umfassen. Andere Siebmedien,
wie z.B. Chromatographieteilchen, kbnnen abhangig
von der speziellen Anwendung verwendet werden. In
Fig. 2E werden die Komponenten der Probe elektro-
phoretisch entlang dem Trennkanal bewegt und wer-
den durch Anlegen eines Spannungsgradienten ent-
lang der Langsachse des Trennkanals 12 abgetrennt.
Eine Abtrennung der Probenkomponenten wird
durch  Standardelektrophoreseverfahren erzielt.
SchlieBlich gibt anschlieRend an eine Abtrennung
und/oder Analyse Fig. 2F einen Uberdruck wieder,
der von beiden Richtungen entlang dem Trennkanal
aufgebracht wird, um die Probenulberbleibsel aus
dem Kanal herauszudrangen, um das System zu rei-
nigen.

[0036] Es versteht sich, dass die unterschiedlichen
Druckunterschiede, die verwendet werden, um einen
Probenpfropfen im Trennkanal zu bilden, fir eine
spezielle Anwendung angepasst werden koénnen.
D.h., ob Vakuum und/oder Uberdruck verwendet wer-
den, und in welcher Reihenfolge, hangt von der Ana-
lyse ab, die durchzuflihren ist. Auflerdem sind die
zeitliche Steuerung, die Starke und Stelle der Druck-
unterschiede Variablen, die unter Verwendung der
allgemeinen Prinzipien und Konzepte, die hierin of-
fenbart sind, optimiert werden sollten. Z.B. wird in ei-
ner Ausflihrungsform der erste Druckunterschied,
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der auf den Einflhrkanal aufgebracht wird, vor der
Aufbringung des zweiten Druckunterschieds auf den
Trennkanal reduziert. Jedoch sollen die spezifischen
Beispiele, die hierin erértert und wiedergegeben sind,
die vorliegende Erfindung veranschaulichen, aber in
keiner Weise beschranken.

[0037] Ein Weg, um die Zusammensetzung eines
Probenpfropfens zu manipulieren, der unter Verwen-
dung von Verfahren der Erfindung gebildet ist, be-
steht darin, die lonenstarke der Medien, z.B. der Puf-
ferlésungen, in jedem Kanal zu variieren. In dem in
den Fig. 2A-Fig. 2F wiedergegebenen Beispiel wa-
ren die lonenstarken der Medien im Probeneinfiihr-
kanal und dem Trennkanal im Wesentlichen gleich.
Als Ergebnis ist der Probenpfropfen, der gebildet
wird, in Bezug zu den in der Probe vorhandenen ioni-
schen oder geladenen Spezies nicht konzentriert
oder verdunnt. D.h. eine Konzentration der gelade-
nen Spezies im Probenpfropfen sollte ungefahr
gleich ihrer Konzentration in der in den Probenein-
fuhrkanal eingebrachten Anfangsprobe sein.

[0038] Jedoch kann ein Probenpfropfen auch unter
Verwendung eines Prozesses gebildet werden, der
als "Aufhaufung" bezeichnet wird, der die geladenen
Komponenten einer Probe an der Kreuzung vor einer
Probenpfropfenbildung konzentriert. Im Wesentli-
chen, wenn ein elektrisches Potenzial axial entlang
dem Trennkanal angelegt wird, wahrend ein Druck-
gradient eine Probe entlang dem Probeneinfihrkanal
bewegt, ergibt sich ein Gebiet von erhdhter lonen-
konzentration an der Kreuzung, vorausgesetzt, dass
sich das Medium im Probeneinfiihrkanal bei einer
niedrigeren lonenstarke befindet als das Medium im
Trennkanal. Dies fuhrt zu einem Probenpfropfen, der
in einer oder mehreren lonenspezies in Bezug zur in
die Probeneinfihrung eingefiihrten Probe konzent-
rierter ist. Eine Modulation der angelegten Spannung
ermdglicht, dass eine gewunschte Probenkonzentra-
tion verwirklicht wird.

[0039] Mit Bezug auf die Fig. 3A-Fig. 3F ist das
Verfahren zur Probenpfropfenbildung, das als "Auf-
haufung" bezeichnet wird, wiedergegeben, wobei
eine Vorrichtung der Erfindung verwendet wird. Die
Fig. 3A-Fig. 3F zeigen eine Reihe von schemati-
schen Darstellungen, die denen in den
Fig. 2A-Fig. 2F dhneln, auler dass die lonenstarke
der Medien im Probeneinfiihrkanal 10 geringer ist als
die lonenstarke des Mediums im Trennkanal 12. Zu-
satzlich wird ein Spannungsgradient an den Trennka-
nal 12 angelegt, wahrend ein Vakuum eine Probe
entlang dem Probeneinfiihrkanal 10 bewegt, wie in
Fig. 3B dargestellt. Wie fir einen Fachmann ersicht-
lich, erfahren lonenspezies, die sich in einem ange-
legten elektrischen Potenzial von einem Medium ge-
ringerer lonenstarke zu einem Medium hoéherer lo-
nenstarke bewegen, eine Abnahme in ihrer Bewe-
gungsgeschwindigkeit aufgrund eines verminderten

elektrischen Feldes im Medium hdherer lonenstarke.
Demgemal, wie in Fig. 3B dargestellt, "akkumulie-
ren" sich die lonenspezies an der Grenzflache 24 der
zwei Medien sich unterscheidender lonenstarke.
Beim kontinuierlichem Fluss einer Probe durch die
Verbindungsstelle werden die lonenspezies in einer
Probe an der Grenzflache 24 hochkonzentriert. An-
schlieRend an das geeignete Mal} einer "Aufhaufung”
wird das elektrische Potenzial entfernt, und es wird
ein Druckunterschied am Trennkanal angelegt, um
einen Probenpfropfen zu bilden, der in der lonenspe-
zies der Probe konzentriert ist, wie in den Fig. 3C und
Fig. 3D dargestellt. Die restlichen Schritte des Ver-
fahrens, die Fig. 3E und Fig. 3F, sind wie oben fir
die Fig. 2E und Fig. 2F beschrieben.

[0040] Die Prozedur einer Aufhaufung kann nitzlich
sein, um Komponenten in verdiinnten Proben zu kon-
zentrieren, so dass eine nachweisbare Menge der
Komponente oder Komponenten von Interesse durch
den Trennkanal transportiert werden. Alternativ kann
ein Probenmedium unter Verwendung von "Anti-Auf-
haufung" verdinnt werden. Es wird im Wesentlichen
dieselbe Prozedur praktiziert, jedoch befindet sich
die Probe in einem Medium hoéherer lonenstarke als
im Trennkanal vorhanden ist. Demgemal kann ein
optimierter Probenpfropfen, z.B. seine Grélke und
Konzentration von Komponenten, durch die obigen
Techniken gesteuert werden, d.h. Aufhdufung, An-
ti-Aufhaufung und Nicht-Aufhaufung.

[0041] Fig. 4 veranschaulicht eine bevorzugte Aus-
fuhrungsform der Erfindung. Eine Mikrochipanord-
nung 25, die mit einer Reihe von Probeneinfihrkana-
len 10 und Trennkanalen 12 geatzt ist, ist dargestellt.
Die Kanale treffen sich, um eine Kreuzung 11 zu bil-
den. Wie wiedergegeben, weist der Mikrochip eine
Mehrzahl von Probeneinflihr- und -trennkanalen auf.
Die Kanale sind zwischen etwa 10 ym und etwa 100
pm in der Breite und etwa 0,1 pm bis etwa 1000 pm
in der Tiefe. Der Mikrochip weist auch Manifolds 26
und 27 auf, um eine Probe und/oder Reagenzien zu
den und/oder in die Trenn- und Probeneinfihrkanale
zu transportieren.

[0042] Mikrochips mit Probeneinfihr- und -trennka-
nalen kénnen in grolRen Mengen von einem Festkor-
persubstratmaterial konstruiert und gefertigt werden.
Sie kdnnen leicht sterilisiert werden. Siliciumdioxid ist
wegen der gut entwickelten Technologie, die seine
genaue und effiziente Fertigung ermdglicht, ein be-
vorzugtes Substratmaterial, aber andere Materialien
kénnen verwendet werden, einschliellich Polymere,
wie z.B. Polytetrafluorethylene. Die Probeneinfihr-
und -trennkanale kénnen von einem Siliciumdioxid-
substrat durch die verschiedensten maschinellen Mi-
krobearbeitungsverfahren, die Fachleuten bekannt
sind, kostenguinstig in groflen Mengen gefertigt wer-
den. Die maschinellen Mikrobearbeitungsverfahren,
die verfigbar sind, umfassen Filmablagerungspro-
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zesse, wie z.B. Schleuderbeschichtung und chemi-
sches Aufdampfen, Laserfertigungs- oder fotolitho-
grafische Techniken, wie z.B. UV- oder Rodntgen-
strahlprozesse, und Atzverfahren, die durch entwe-
der nasschemische Prozesse oder Plasmaprozesse
durchgefiihrt werden kénnen. (Siehe z.B. Manz, et
al., Trends in Analytical Chemistry 10: 144-149
(1991)).

[0043] Kanale von variierenden Breiten und Tiefen
kénnen mit Abmessungen im Mikrobereich gefertigt
werden. Ein Siliciumdioxidsubstrat, das gefertigte
Probeneinfihr- und -trennkanéale enthalt, kann mit ei-
ner dinnen anodisch gebundenen Glasabdeckung
abgedeckt und versiegelt werden. Andere durchsich-
tige oder opake Abdeckmaterialien kénnen verwen-
det werden. Jedoch sollte zur richtigen anodischen
Bindung eines von dem Substrat oder der Abdeckung
Siliciumdioxid und das andere Silicium sein. Demge-
maf kénnen z.B. ein Siliciumdioxid- und ein Silicium-
substrat in Sandwichbauweise angeordnet sein, oder
es kann ein Siliciumsubstrat zwischen zwei Glasab-
deckungen eingefligt sein. Die Verwendung einer
transparenten Abdeckung fiihrt zu einem Fenster,
das ein dynamisches Betrachten der Kanalinhalte er-
leichtert und ein optisches Probenehmen der Kanéale
entweder visuell oder maschinell erméglicht. Andere
Fertigungsansdatze kénnen verwendet werden.

[0044] Zu analysierende Proben kénnen an das
Probenpfropfenbildungsgerat der Erfindung durch
Probenabgabesysteme abgegeben werden, wie in
der in gemeinsamem Besitz befindlichen mitanhangi-
gen US-Patentanmeldung, Serial No. 09/(zu andern
in: identifiziert als Vertreterzeichen No. SYP-131), mit
dem Titel "Apparatus And Methods For Sample Deli-
very", offenbart. Ein bevorzugtes Array von solchen
Probenabgabesystemen ist in Fig. 5 dargestellt. Ein
Array von Kapillaren 28 wird durch einen Arrayhalter
30 gehalten. Der Innendurchmesser der Kapillaren
liegt vorzugsweise zwischen etwa 5 pm und etwa
1000 pm, und bevorzugter zwischen etwa 20 um und
etwa 300 ym. Obwohl Abmessungen fur im Wesent-
lichen kreisférmige Querschnittsflachen von Kapilla-
ren bereitgestellt werden, werden ahnliche Quer-
schnittsflachen fir nicht kreisférmige Kanale bevor-
zugt, beispielsweise wie rechteckige Kanale mit einer
Breite und einer Tiefe.

[0045] Ein Ende von jeder der Kapillaren ist versie-
gelt und berlhrt ein Temperaturregelgerat 32. Die Ka-
pillaren weisen auch eine Offnung auf, die vorzugs-
weise zum geschlossenen Ende entgegengesetzt ist.
Die Kapillaren kénnen aus z.B. Glas oder Kunststoff
hergestellt sein, und das Temperaturregelgerat kann
ein beliebiges im Handel erhaltliches oder kunden-
spezifisch hergestelltes Heiz- und Kuhigerat sein,
z.B. ein Peltierelement. Die Kapillaren kdnnen weiter
chemische Reagenzien 34 enthalten, die auf ihren
Wanden immobilisiert sind. Eine Immobilisierung der
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chemischen Reagenzien auf den Kapillarwanden
kann durch Trocknen erzielt werden. Die Reagenzien
kénnen zur Kapillare abgegeben werden, indem sie
z.B. mit einer Mikronadel in die Kapillare injiziert wer-
den. Typischerweise weist die Mikronadel einen
Durchmesser auf, der kleiner als der Innendurchmes-
ser der Kapillare ist. Sobald sich die chemischen Re-
agenzien an ihrem Ort befinden, kénnen sie durch
Techniken getrocknet werden, die im Stand der Tech-
nik bekannt sind. Alternativ kbnnen die Reagenzien
durch Erwarmen und Kihlen hydraulisch geladen
werden, um eine die Reagenzien enthaltende Lo6-
sung in die Kapillare zu ziehen, wobei die Reagenzi-
en an der gewinschten Stelle in der Kapillare ge-
trocknet werden, dann diejenigen Gebiete gewa-
schen werden, wo die Reagenzien nicht gewinscht
werden. Die Reagenzien kénnen auch durch andere
im Stand der Technik bekannte Techniken geladen
werden.

[0046] Die in den Kapillaren immobilisierten chemi-
schen Reagenzien kdnnen Bindeproteine, Liganden,
Rezeptoren, Antikérper oder Antigene fiir eine Kom-
ponente sein, von der vermutet wird, dass sie in der
Probe enthalten ist. Die Reagenzien kénnen zusatz-
lich umfassen: Puffer, Tenside, Zusatzmittel, Arznei-
mitteltrager, Trager, Haptane oder andere kompatible
Molekule, die eine Reaktion mit Probenkomponenten
erleichtern oder beeinflussen.

[0047] Die Reagenzien kdnnen auch nachweisbare
Einheiten umfassen. Wie hierin verwendet, soll der
Terminus "nachweisbare Einheit" eine beliebige Ein-
heit bedeuten, die zur Verwendung in der bean-
spruchten Erfindung geeignet ist, einschlie3lich aber
nicht beschrankt auf: Enzyme, Fluorophore, Biotin,
Chromophore, Radioisotope, Farbteilchen, elektro-
chemische oder chemilumineszierende Einheiten.
Eine im Augenblick bevorzugte nachweisbare Einheit
ist eine Fluoreszenzeinheit, wie z.B. Rhodamin. An-
dere im Augenblick bevorzugte nachweisbare Einhei-
ten umfassen: Fluorescein, Cyaninfarbstoffe, Cuma-
rine, Phycoerythrin, Phycobiliproteine, Dansylchlorid
und Texasrot.

[0048] Ein Probenabgabesystem, wie oben be-
schrieben, kann zur Abgabe einer Probe zur Analyse
iber der Offnung eines Probeneinfilhrkanals einer
Mikrochipanordnung 25 positioniert werden. Beim
Betrieb nehmen die Probenabgabesysteme die Pro-
be auf, ermdglichen, dass die Probe mit den chemi-
schen Reagenzien reagiert, die auf ihren Wanden im-
mobilisiert sind, und geben dann die Produkte der
Reaktion, wenn vorhanden, zu den Probeneinfihrka-
nalen eines Gerats der Erfindung ab. Wie in Fig. 5
dargestellt, kann ein Array von solchen Probenabga-
besystemen gleichzeitig eine Mehrzahl von Proben
an eine Mehrzahl von Probeneinfiihrkanalen auf ei-
ner Mikrochipanordnung 25 abgeben.
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[0049] Eine Modulation einer Temperatur in der
Nahe des geschlossenen Endes der Kapillaren durch
das Temperaturregelgerat 32 steuert die Aufnahme
und Abgabe von Proben, d.h. die Bewegung der Pro-
be in den Kapillaren. Da die Kapillaren an einem
Ende versiegelt sind, bewirkt ein Erwarmen und Kih-
len des Gases in dem geschlossenen Ende der Ka-
pillaren, dass sich Gas expandiert bzw. kontrahiert.
Wenn das Gas erwarmt wird, erhéht sich das Volu-
men, das es einnimmt, und folglich der Druck in der
Kapillare ungefahr entsprechend dem idealen Gas-
gesetz PV = nRT, wobei P der Druck ist, V das Volu-
men ist, n die Anzahl von Gasmolekdlen ist, R die
Konstante 8,314 JK'mol™ ist und T die Temperatur
ist. Gas wird deshalb durch die Offnung in der Kapil-
lare gedrangt, wenn das Gas erwarmt wird. Die Kapil-
lare wird dann in die Probe eingetaucht und gekuhilt.
Beim Kiihlen kontrahiert sich das Gas in der Kapilla-
re, und die Probe tritt in die Kapillare ein. Wenn sich
das Gas in der Kapillare kontrahiert, nimmt der Druck
in der Kapillare ab. Der Druckunterschied zwischen
der Auf3enseite und Innenseite der Kapillare drangt
die Probe in die Kapillare.

[0050] Beiausreichendem Kuhlen bertihrt die Probe
die chemischen Reagenzien, die auf den Kapillar-
wanden immobilisiert sind, und reagiert mit diesen
Reagenzien. Die Zeit, die eine Probe in Kontakt mit
den Reagenzien bleiben darf, wird durch die auszu-
fuhrende Reaktion bestimmt. Ein weiteres Erwarmen
und/oder Kiihlen der Kapillare bewegt die Proben von
einer ersten Stelle im Reaktor zur zweiten und zu an-
schliefenden Stellen, wo eine zweite oder anschlie-
Rende Reaktionen stattfinden. Nachdem die Reakti-
on beendet ist, bewirkt ein Wiedererwarmen der Ka-
pillare, dass sich das Gas expandiert, wobei die Pro-
be aus der Kapillare gedrangt wird. Wenn die Kapilla-
re tiber der Offnung eines Probeneinfiihrkanals einer
Vorrichtung der Erfindung positioniert ist, wird die
Probe zur Probenpfropfenbildung direkt an diese Vor-
richtung abgegeben.

[0051] Ein Probenabgabesystem, das in Verbin-
dung mit einem Probenanalysengerat der Erfindung
verwendet wird, kann verwendet werden, um zahlrei-
che Typen von chemischen Reaktionen durchzufiih-
ren. Z.B. kann das System und das Geréat bei Diagno-
seanwendungen, wie z.B. Blutuntersuchungen (z.B.,
um Blutkomponenten zu identifizieren oder um DNA
im Blut nachzuweisen/zu identifizieren), Immunoas-
says (z.B., um das Vorhandensein eines spezifischen
Antigens in einer Probe nachzuweisen) oder kolori-
metrischen oder anderen Assays (z.B. radiochemi-
schen, chemilumineszierenden, Bindungsassays
und dergleichen) verwendet werden. Das System
und das Gerat kdnnen verwendet werden, um Toxine
(z.B. Bakterien, Alkohol, Arzneimittel, Viren, Organis-
men, Metalle, anormale Niveaus von physiologi-
schen Chemikalien und dergleichen) oder andere
Komponenten in einer Probe (z.B. einer biologischen

9/21

oder Umweltprobe) nachzuweisen. Ein Probenabga-
besystem kann auch in einer chemischen Synthese
(z.B. bei der Herstellung von Arzneimitteln, Peptiden,
Nucleotiden usw.) verwendet werden. Zusatzlich
kann ein Probenabgabesystem in zahlreichen Labor-
techniken, wie z.B. der Peptid- oder Nucleotidse-
quenzierung, -amplifikation oder -modifikation, ver-
wendet werden.

[0052] Ein Probenabgabesystem, das Target-Poly-
nucleotidsequenzen amplifiziert und bei ihrem Nach-
weis hilft, kann auch verwendet werden, um eine Pro-
be an eine Vorrichtung der Erfindung abzugeben.
Fig. 6 stellt ein Array von Kapillaren 28 in thermischer
Verbindung mit einem Temperaturregelgerat 32 dar.
Jede Kapillare weist ein versiegeltes Ende auf, das
sich in der Nahe des Temperaturregelgerats 32 befin-
det. Die Kapillaren enthalten jeweils einen ersten
Satz von chemischen Reagenzien 38 und einen
zweiten Satz von chemischen Reagenzien 40, die auf
den Kapillarwanden immobilisiert sind. Ein zweites
Temperaturregelgerat 42, das Rohrleitungen fiir war-
mes und/oder kaltes Gas oder Flissigkeit aufweist,
ermoglicht eine Steuerung der Temperatur in einem
diskreten Teil der Kapillare, z.B. dem Gebiet, das die
chemischen Reagenzien enthalt. Die dargestellten
Probenabgabesysteme sind lber einer Mikrochipan-
ordnung 25 positioniert, um die Reaktionsprodukte
an den Probeneinfuhrkanalen 10 einer Vorrichtung
der Erfindung abzulagern.

[0053] Eine Verwendung des zweiten Temperatur-
regelgerats ermoglicht, dass die Temperatur der Re-
aktionen gesteuert wird, ohne dass die Temperatur
des Gases im geschlossenen Ende der Kapillare be-
einflusst wird. Wie bei Erérterung von Fig. 5 oben be-
schrieben, bewirkt eine Erwarmung der Kapillare,
dass sich das Gas expandiert, und bewegt folglich
die Probe in der Kapillare oder aus ihr heraus. Indem
ein diskreter Teil der Kapillare dort, wo die Reagenzi-
en und die Probe lokalisiert sind, erwarmt wird, kann
die Temperatur der Reaktion gesteuert werden, ohne
dass die Probe in der Kapillare bewegt wird. Ver-
schiedene in oder auRerhalb der Kapillare vorhande-
ne Isolatoren kénnen verwendet werden, um eine
Probe in der Kapillare stationar zu halten, wahrend
auch ein ortliches Erwarmen und/oder Kuihlen er-
moglicht wird. D.h. die Isolatoren kénnen das Gas in
der Nahe des geschlossenen Endes der Kapillare
thermisch abschirmen, um seine Expansion oder
Kontraktion zu verhindern.

[0054] In einer Ausfuhrungsform der Erfindung kann
der erste Satz von Reagenzien 38 Reagenzien zur
Ausfiihrung einer Polynucleotidamplifikationsreakti-
on sein, wie z.B. PCR. PCR ist im Stand der Technik
wohlbekannt. Siehe z.B. das US-Patent No.
5,330,892. Zusétzlich kénnen andere Polynucleoti-
damplifikationsreaktionen, die im Stand der Technik
bekannt sind, unter Verwendung eines Reaktors
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durchgefiihrt werden, einschlief3lich einer isothermen
In-vitro-Amplifikation von DNA unter Verwendung ei-
nes Restriktionsenzym/DNA-Polymerasesystems,
Walker, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89:
392-96 (1992), und einer Ligasekettenreaktion
(LCR). Backman, Clin. Chem. 38: 457-58 (1992), die
alle hierin durch Bezug aufgenommen werden.

[0055] Reagenzien zur Ausfihrung von PCR um-
fassen typischerweise einen Puffer, mindestens ei-
nen Primer, eine Polymerase, wie beispielsweise
Tag-Polymerase, und mindestens ein Nucleosidtri-
phosphat. Die Wahl von Puffern, Primern und ande-
ren Komponenten liegt innerhalb der fachlicher Sach-
kenntnis, abhangig von Charakteristiken der Se-
quenz, die zu amplifizieren ist (z.B. Lange, Abundanz
in der Probe, G/C-Gehalt). Eine Polymerase kann
aus der Gruppe ausgewahlt werden, die besteht aus:
Tag-Polymerase, E. coli-DNA-Polymerase |, Kle-
now-Fragment von E. coli-DNA-Polymerase |,
T4-DNA-Polymerase, anderen verfligharen DNA-Po-
lymerasen, reverser Transkriptase und anderen En-
zymen, einschlieBlich warmestabilen Enzymen. Die
Nucleosidtriphosphate kénnen dCTP, dGTP, dATP
oder dTTP einschlielRen.

[0056] Der zweite Satz von Reagenzien 40 umfasst
Sonden zur Bindung an amplifizierte Target-DNA.
Sonden zur Verwendung in einem Reaktor kénnen
ein beliebiges DNA-Bindeprotein sein und kénnen
vorzugsweise eine komplementdre Sequenz sein,
wie z.B. eine Ribosonde, ein Polynucleotid oder eine
PNA. Es ist vorzuziehen, dass die Sonden nachweis-
bar markiert sind. Bevorzugte Markierungen umfas-
sen Radioisotrope, fluoreszierende oder kolorimetri-
sche Markierungen, enzymatische Markierungen und
Molekulargewichtsmarkierungen. Eine besonders
bevorzugte Sonde ist eine Peptidnucleinsdure oder
PNA. Peptidnucleinsduren sind wohlbekannte
DNA-Imitatoren mit einer neutralen Polyamidhaupt-
kette, auf der die Nucleinsdurebasen auf dieselbe
Weise angebracht sind, wie sie an der Phosphat-
hauptkette der DNA angebracht sind. Siehe Egholm,
et al., Nature, 365: 566-568 (1993); Oerum et al., Nu-
cl. Acids Res., 23: 5332-36 (1993); Pluskal et al., The
FASEB Journal, Poster#35 (1994); Practical PNA:
Identifying Point Mutations by PNA Directed PCR
Clamping, PerSeptive Biosystems, Band 1, Auflage 1
(1995). Peptidnucleinsaure-Synthone und -Oligome-
re sind im Handel erhaltlich. (PerSeptive Biosystems,
Inc., Framingham, MA). Siehe auch die PCT-Verof-
fentlichungen EP 92/01219, EP 92/01220 und die US
92/10921, die hierin durch Bezug aufgenommen
sind. Peptidnucleinsduresonden bilden typischerwei-
se stabilere Duplexe mit DNA, verglichen mit
DNA/DNA-Duplexen. Aullerdem, weil
PNA/DNA-Komplexe einen hoéheren thermischem
Schmelzpunkt aufweisen als die analogen
DNA/DNA-Duplexe kann eine Verwendung von
PNA-Sonden die Reproduzierbarkeit von Blottingas-

says verbessern.

[0057] Fluorescein- oder Biotin-markierte PNA-Son-
den werden auf einem Expedite Nucleic Acid Synthe-
sis System (PerSeptive Biosystems) synthetisiert.
Spacereinheiten aus 8-Amino-3,6-dioxaoctansaure
(-0-) werden zur Harzgebundenen PNA hinzugefigt,
bevor aktivierte Ester von Biotin (Bio) oder Fluores-
cein (Flu), wie z.B. der Dimethoxytritylbiotinester von
1-(4'-Nitrophenyl)pyrazolin-5-on (DMTr-bio-HPP)
oder 5,6-Carboxyfluorescein-N-hydroxysuccinimid,
mit der PNA umgesetzt werden. Nach Markierung
werden die PNAs von dem Harz abgespalten, und
jegliche Schutzgruppen werden unter Verwendung
von z.B. einer TFMSA/TFA/m-Cresol/Thioanisol
(2:6:1:1)-Mischung fir zwei Stunden bei Raumtem-
peratur entfernt. Markierte PNA wird durch Zugabe
von wasserfreiem Ether geféllt. Ein roher PNA-Nie-
derschlag wird durch eine Hochleistungsflissigkeits-
chromatographie auf einer Deltapack C18-Saule
(Waters) und durch Sephadex G-25 gereinigt, um flu-
oreszierende Verunreinigungen zu entfernen.

[0058] Eine Immobilisierung der chemischen Rea-
genzien auf den Kapillarwdnden kann durch Trock-
nen erzielt werden. Die Reagenzien kdnnen an die
Kapillare abgegeben werden, z.B. indem sie mit einer
Mikronadel in die Kapillare injiziert werden. Andere
Techniken zur Einfihrung von Reagenzien in eine
Kapillare oder einen Kanal sind zuvor erdrtert worden
oder sind Fachleuten bekannt. Nachdem sich die
chemischen Reagenzien an ihrem Ort befinden, wer-
den sie getrocknet, indem z.B. warme Luft Uber sie
geblasen wird oder sie in einen Ofen platziert wer-
den. Die PCR-Reagenzien koénnen in einer Kohlen-
hydratmatrix getrocknet werden, wie beispielsweise
Dextran oder Trehalose, bevor sie auf den Kapillar-
wanden immobilisiert werden. Jeder Satz von chemi-
schen Reagenzien wird vorzugsweise in separaten
Ringen um die Kapillarwénde getrocknet.

[0059] Beim Betrieb wird die Probe, von der vermu-
tet wird, dass sie eine Target-Polynucleotidsequenz
enthalt, in Kontakt mit dem ersten Satz von Reagen-
zien in den Kapillaren (d.h. den PCR-Reagenzien)
gebracht, indem das geschlossene Ende der Kapilla-
re erwarmt wird, um Gas zu verdrangen, wobei die
Kapillare in die Probe gesetzt wird und dann das ge-
schlossene Ende der Kapillare gekuhlt wird, um das
Gas zu kontrahieren und folglich die Probe hereinzu-
ziehen. Sobald die Kapillare ausreichend gekuhlt ist,
berthrt die Probe den ersten Satz von chemischen
Reagenzien. Das zweite Temperaturregelgerat 42,
das an einer Position auf dem Reaktor platziert ist,
die durch die PCR-Reagenzien eingenommen wird,
steuert eine Temperaturwechselbehandlung. Das
zweite Teperaturregelgerat 42 erhdht zuerst die Tem-
peratur an der durch PCR-Reagenzien eingenomme-
nen Position, um doppelstrangige DNA in der Probe
zu denaturieren. Dasselbe oder ein unterschiedliches
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Temperaturregelgerat kihlt dann das Reaktorgebiet,
das die PCR-Reagenzien enthalt, um ein Reassoziie-
renlassen von PCR-Primern an einzelstrangigen Ma-
trizenstrangen zu bewirken. Ein Erwarmen auf eine
Temperatur, die zwischen derjenigen zur Denaturie-
rung und derjenigen zum Reassoziierenlassen liegt,
bewirkt eine Primerextension. Eine Anzahl von sol-
chen Zyklen wird wiederholt, bis die Reaktion voll-
standig ist. Die Anzahl von PCR-Zyklen sowie die ge-
nauen Reagenzien, die verwendet werden, variieren
abhangig von der Menge von verfligbarer Templa-
te-DNA, Reaktionswirkungsgrad und anderen be-
kannten Faktoren. Allgemeine Protokolle und Para-
meter zur PCR sind bekannt und sind z.B. in Short
Protocols in Molecular Biology, 15-1-15-40 (Ausebel,
et al., Herausgeber, 1995) verfligbar.

[0060] Sobald die PCR beendet ist, wird die amplifi-
zierte Targetsequenz in Kontakt mit dem Satz von
komplementéren Sonden gebracht, indem das Gas
im geschlossenen Ende der Kapillare mit dem Tepe-
raturregelgerat 32 gekihlt wird. Der Fachmann er-
kennt, dass ein einziges Temperaturregelgerat ver-
wendet werden kann, um die Kapillare zu erwadrmen
oder zu kihlen, um eine Probe zu bewegen, und um
diskrete Kapillargebiete zur PCR zu erwarmen oder
zu kuhlen. Jedoch werden wie in Fig. 6 dargestellt,
separate Temperaturregelgerate bevorzugt. Der Satz
von Sonden kann mehrere Kopien einer einzigen
Sonde umfassen, von der bekannt ist, dass sie mit
mindestens einem Teil des amplifizierten Targets hy-
bridisiert, oder der Satz kann eine Mehrzahl von un-
terschiedlichen Sonden umfassen, wobei einige an
Teilen des Targets hybridisieren, einige nichtkomple-
mentar zum Target sind.

[0061] Die Probe, die amplifizierte Nucleinsaure
umfasst, wird in Kontakt mit den Sonden gebracht, in-
dem die Kapillare gekihlt wird, um zu bewirken, dass
sich die Probe nach oben (weg von dem Punkt eines
Gas/Proben-Eintritts) und in Kontakt mit dem Gebiet
der Kapillare bewegt, das Sonden umfasst, wie oben
erwahnt. Eine Probe wird mit dem Satz von Sonden
fur eine Zeit inkubieren gelassen, die ausreicht, um
eine Hybridisierung bis zu einem gewiinschten Ni-
veau von Stringentheit zu bewirken. Die Hybridisie-
rungsparameter (d.h. Zeit, Puffer, Salzkonzentration,
Temperatur usw.) werden auf Grundlage von Se-
quenzlange, G/C-Gehalt, gewlinschte Stringentheit
und anderen Kriterien, die einem Fachmann bekannt
sind, bestimmt. Siehe z.B. Ausubel, supra bei 6-7.
Sobald ein gewilinschtes Niveau von Hybridisierung
erreicht worden ist, wird die Probe (einschlie3lich Hy-
bridduplexe, die zwischen Target und Sonde gebildet
sind) in einem Probenpfropfenbildungsgerat der Er-
findung durch weiteres Erwarmen des Reaktors elu-
iert. Eine eluierte Probe kann dann gewaschen wer-
den, um eine Uberschissige (ungebundene) Markie-
rung zu entfernen. Die Target-Polynucleotidsequenz
wird dann unter Verwendung einer Probenanalysen-

vorrichtung der Erfindung nachgewiesen, um das
Vorhandensein und/oder die Menge von Target-DNA
zu bestimmen.

[0062] Die Probenanalysenvorrichtung zur Injekti-
on, Abtrennung von Probenkomponenten und Nach-
weis von markierten Komponenten kann mit einem
Probenabgabegerat, wie oben beschrieben, zur
schnellen automatischen Analyse von biologischen
Proben kombiniert werden, ohne die komplizierte
Maschinerie, Zeit und die biologische Gefahrdungs-
exposition, die vorhandenen Systemen inharent sind.
Fig. 7 stellt eine integrierte Probenanalysenvorrich-
tung und Reaktorarray dar. Das integrierte Gerat ent-
halt eine Probenkarte 44 mit einer Membran, auf der
eine Probe, wie beispielsweise Blut, abgelagert ist.
Die Karte kann z.B. eine IsoCode™-Karte (Schleicher
& Schuell, King, NH) sein. Die Karte kann chemische
Reagenzien zum Lysieren der Zellen der Probe, die
auf der Kartenmembran abgelagert ist, enthalten.
Das Lysat wird dann durch einen Ofen 46 getrocknet,
wodurch die DNA von den lysierten Zellen an der
Kartenmembran fixiert wird. Das integrierte Gerat
umfasst weiter Reaktoren 48, wie oben mit Bezug auf
Fig. 5 oder Fig. 6 beschrieben. Das Gerat enthalt
eine Mikrochipanordnung 25 mit Probeneinfuhr- und
-trennkanalen, die mit einer Druck/Vakuum-Einheit
50, Hochspannungsstromversorgung 52 und Hoch-
druckpatrone 54 verbunden sind.

[0063] In der Nahe des Endes der Trennkanale der
Mikrochipanordnung befindet sich ein optisches
Nachweismodul 56. Das optische Nachweismodul
weist das Vorhandensein von nachweisbaren Einhei-
ten nach, die an die Komponente von Interesse in der
Probe gebunden sind. Ein Nachweis kann durch Me-
thodiken erzielt werden, umfassend, aber nicht be-
schrankt auf: Extinktion von Ultraviolettstrahlung, Ex-
tinktion von sichtbarer Strahlung, Fluoreszenz, Bre-
chungsindex, Raman- oder Massenspektroskopie,
Elektrochemie und Leitfahigkeit. Ein Nachweis durch
Fluoreszenz wird bevorzugt. Ein Fluoreszenznach-
weis unter Verwendung dieses Moduls beinhaltet ei-
nen Mikrochiplaserstrahl, der tiber die Kanale des Mi-
krochip scannt.

[0064] Das integrierte Gerat umfasst weiter eine
sterile Deionateinheit 58, eine Siebgelpuffereinheit
60 und eine Mikrokanalrekonditionierungsldsungs-
einheit 62. Jede von diesen drei Einheiten, wie wie-
dergegeben, ist in zwei Halften aufgeteilt, wobei eine
Halfte die frischen Lésungen enthalt und die andere
Halfte Abfalllésungen enthalt.

[0065] Beim Betrieb wird eine Probe auf der Memb-
ran der Probenkarte 44 abgelagert, und die Karte
wird in das integrierte Gerat eingesetzt, wie in Eig. 7
dargestellt. Die Zellen in der Probe werden durch die
chemischen Reagenzien, die in der Membran enthal-
ten sind, lysiert. Die zellulare DNA oder andere Pro-
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benkomponenten werden dann auf der Membran
durch Erwarmen mit dem Ofen 46 angetrocknet. An
diesem Punkt kann die Karte entfernt und archiviert
werden, oder sie kann beim fortgesetzten Verarbei-
ten verwendet werden. Alternativ kann ein Guth-
rie-Papiertrockenblutblot verwendet werden, um die
Probe abzulagern.

[0066] Nach Antrocknen der Probe an der Karte
werden die Kartenmembranen unter Verwendung
von sterilem Deionat von der Einheit 58 mit Dampf er-
warmt, um die Probenkomponenten in einer kleinen
Menge von Flussigkeit zu extrahieren. Die Kapillaren
der Reaktoren 48 werden dann erwarmt, um Gas zu
verdrangen, uber die Membranen in Position bewegt
und in die Flussigkeit eingetaucht, die die Probe ent-
halt. Nach Kuihlen der Kapillaren kontrahiert sich das
Gas im geschlossenen Ende der Kapillaren, und die
Probe wird in die Kapillaren gezogen. Die Kapillaren
sind vorzugsweise mit Reagenzien vorbeladen, die
fur den Immunoassay oder den auszufiihrenden Po-
lynucleotidnachweis spezifisch sind, wie oben be-
schrieben.

[0067] Die einmalin den Kapillaren umgesetzte Pro-
be, wie oben beschrieben, wird in den Probeneinfiihr-
kanalen der Mikrochipanordnung 25 abgelagert. Die
Kapillaren bewegen sich dariber, so dass sie Uber
den Probeneinfiihrkandlen positioniert sind. Die Ka-
pillaren werden dann durch ein Temperaturregelgerat
32 erwarmt, so dass sich Gas im Innern des ge-
schlossenen Endes der Kapillare expandiert und die
Probe aus der Kapillare heraus drangt, wie oben mit
Bezug auf Eig. 5 und Eig. 6 beschrieben. Einmal ver-
wendet, kdnnen die Probenabgabesysteme entsorgt
werden, und neue Systeme, die Reagenzien fir die
nachste Reaktion von Interesse enthalten, kénnen in
das integrierte Gerat eingesetzt werden.

[0068] Sobald sie am Probeneinfihrkanal der Mi-
krochipanordnung abgelagert ist, wird die Druck/Va-
kuum-Einheit 50 verwendet, um einen Druckgradien-
ten im Innern der Probeneinfiihr- und -trennkanale
des Mikrochip zu erzeugen und dadurch die Probe in
den Trennkanal zu injizieren, wie oben mit Bezug auf
Fig. 2 beschrieben. Der Spannungsgenerator 52
kann auch verwendet werden, um einen Spannungs-
gradienten am Trennkanal anzulegen, um die Auf-
haufungstechnik auszufiihren, wie oben mit Bezug
auf Fig. 3 beschrieben.

[0069] Nach Bildung des Probenpfropfens im
Trennkanal wird der Spannungsgenerator 52 ver-
wendet, um eine Spannung axial entlang dem Trenn-
kanal des Mikrochip anzulegen, um die Komponen-
ten der Probe zu trennen. Ein Siebmedium ist in den
Kanalen des Mikrochip vorbeladen. Der Puffer von
der Einheit 60 wird in die Trennkanale vor einer Bil-
dung des Probenpfropfens injiziert.

[0070] Wenn die Proben das Ende des Trennkanals
erreichen, wird das optische Nachweismodul 56 ver-
wendet, um das Vorhandensein der nachweisbaren
Einheiten, die an den Probenkomponenten ange-
bracht sind, in den Trennkanalen nachzuweisen. Fur
Polynucleotididentifikationen werden die Ergebnisse
des optischen Nachweises mit Daten verglichen, die
von Gendiagnoseexperimenten erzeugt sind. Diese
Daten liegen in der Form von Intensitat-ge-
gen-Zeit-Kurven vor, die sich beim Bestimmen einer
Entsprechungsahnlichkeit elektronisch suchen las-
sen.

[0071] Nach Ausflihrung der Analyse wird Druck
von der Hochdruckpatrone 54 verwendet, um Druck
an beiden Enden des Trennkanals anzulegen, um die
Kanale der Mikrochipanordnung zu reinigen. Die Ka-
nale werden dann unter Verwendung einer Rekondi-
tionierungslosung von der Einheit 62 rekonditioniert.
Die Mikrochipanordnung kann dann in anschlieRen-
den Analysen wiederverwendet werden. Alternativ
kann die Mikrochipanordnung entsorgt werden.

[0072] Verglichen mit Verfahren, die im Stand der
Technik bekannt sind, verwendet ein Probenpfrop-
fenbildungsgerat der Erfindung Druckunterschiede,
um einen Probenpfropfen zur Abtrennung und/oder
Analyse zu bilden. Vorteile der vorliegenden Erfin-
dung umfassen das Vermdgen, einen Probenpfrop-
fen, der nichtionische Spezies enthalt, zu bilden und
zu trennen, und das Vermdgen, einen Probenpfrop-
fen ohne Anlegung eines elektrischen Feldes zu bil-
den, so dass die Oberflachencharakteristiken von
dem und das Medium im Kanal eine Probenpfropfen-
bildung nicht sehr beeinflussen. Demgemaf bietet
die vorliegende Erfindung mehrere Vorteile gegen
Pfropfenbildungsgerate und -verfahren, die im Stand
der Technik bekannt sind.

[0073] Zusétzlich, werden bei Verwendung in Ver-
bindung mit einem oben beschriebenen Probenabga-
besystem weitere Vorteile verwirklicht. Verglichen mit
der Verwendung von herkdmmlichen Mengenreglern,
wie z.B. Spritzen und Pumpen, weist ein thermisch
gesteuertes Probenabgabesystem weniger bewegli-
che Teile auf, die verschleiflen oder eine umfassende
Wartung erfordern mdgen. AuRerdem, da das Pro-
benabgabesystem unabhangig von einem Analysen-
instrument sein kann, werden andere Vorteile ver-
wirklicht. Z.B. kénnen die Probenabgabekanéle aus
kostenglinstigen Materialien hergestellt sein, wie z.B.
Kunststoffkapillarrohrmaterial, da eine optische Qua-
litdt oder integrierte Elektroden nicht erforderlich
sind. DemgemaR ist eine Einmalverwendung eines
Kanals attraktiv, was einen Reinigungsschritt
und/oder Querverunreinigungen beseitigen kann.

[0074] Zusatzlich, da die Kanale typischerweise bei
einer Analysentechnik nicht direkt verwendet wer-
den, kdnnen die Kanale leicht bewegbar sein und ei-

12/21



DE 600 18 733 T2 2006.02.02

nen héheren Grad an Toleranz zum Positionieren mit
einem Probenpfropfenbildungsgerat dieser Erfindung
aufweisen. D.h., da das Nachweissystem eines Ana-
lysengerats typischerweise stationar bleibt, muss die
optische Ausrichtung einer Flissigkeitsnachweiska-
pillare einmal fur eine optimale Genauigkeit wahrend
der Analyse einer Mehrzahl von Proben durchgefuhrt
werden. Weiter, wenn das Probenabgabesystem ein
chemisches Reagenz enthdlt und dazu verwendet
wird, um eine Reaktion auszufiihren, kénnen jegliche
teilchenférmigen Stoffe, die vorhanden sind oder
wahrend der Reaktion gebildet werden, leicht vor ei-
ner Einfihrung der Reaktionsprodukte zu einem Pro-
benpfropfenbildungsgerat filtriert werden, wodurch
ein Verstopfen und/oder eine ungenaue Analyse ver-
hindert werden. Diese obigen Merkmale ermdgli-
chen, dass eine einfache und kostengulinstige Auto-
mationsrobotik verwendet wird.

[0075] Verglichen mit einer Verwendung von her-
kémmlichen Systemen, die auf Kapillarwirkung ange-
wiesen sind, um Chemikalien abzugeben, zu mi-
schen und/oder umzusetzen, zeigt ein Probenabga-
besystem der Erfindung mehrere Vorteile. Die Ober-
flache eines Kanals eines Probenabgabesystems der
Erfindung kann hydrophil oder hydrophob sein, im
Gegensatz zu einer Kapillarwirkungsoberflache, die
eine hydrophile Oberflache erfordert. Auch mit Bezug
auf die Oberflaiche des Kanals hangt die
Probenlésungszumessungsreproduzierbarkeit weni-
ger von den Oberflachencharakteristiken und Pro-
benkonstituenten ab. Zusatzlich ermoglicht das Pro-
benabgabesystem der Erfindung eine direkte Steue-
rung uber die Zumessung von Proben und Reagenzi-
en, und ermdglicht, dass eine Blasenabtrennung rou-
tinemaRig praktiziert wird. Diese Vorteile werden
nicht nur durch das Probenabgabesystem, das oben
beschrieben ist, erzielt, sondern auch mit Bezug auf
ein Probenpfropfenbildungsgerat der Erfindung, das
Druckunterschiede verwendet.

[0076] Verglichen mit elektroosmotischem Fluss
zum Abgeben, Mischen und/oder Umsetzen von
Chemikalien zeigt ein Probenabgabesystem, das
Druck verwendet, einige derselben Vorteile im Ver-
gleich mit einer Verwendung der oben erorterten Ka-
pillarwirkung, d.h. Oberflachencharakteristiken und
Lésungszumessungreproduzierbarkeit.  Au3erdem
ist das Probenabgabesystem typischerweise zur
Ausfuhrung einer Analyse und/oder von chemischen
Reaktionen in seiner Losungszusammensetzung un-
beschrankt. D.h. Variablen, wie z.B. pH, lonenstarke,
Pufferzusammensetzung, chemische Zusatzmittel
und Lésungsmittel sind haufig unbeschrankt, abhan-
gig von der speziellen Anwendung. Diese Variablen
sind typischerweise beschrankt, damit ein effektiver
elektroosmotischer Fluss auftritt. Wieder werden, wie
oben erwahnt, diese Vorteile nicht nur mit dem oben
beschriebenen Probenabgabesystem verwirklicht,
sondern auch mit Bezug auf ein Probenpfropfenbil-

dungsgerat der Erfindung, das Druckunterschiede
verwendet.

[0077] Deshalb ermdglicht, wie oben beschrieben
und veranschaulicht, die vorliegende Erfindung eine
Hochgeschwindigkeitsanalyse von biologischen Pro-
ben im Mikrobereich ohne die Kompliziertheit, Zeit,
Arbeit und die biologische Gefahrdungsexposition
herkdmmlicher Techniken. Zusatzliche Aspekte und
Ausfuhrungsformen der Erfindung sind bei Betrach-
tung der vorhergehenden Offenbarung ersichtlich.
Demgemal ist der Bereich der Erfindung nur durch
den Umfang der angefligten Anspriiche beschrankt.

[0078] Die Erfindung kann in anderen spezifische
Formen verwirklicht sein.

Patentanspriiche

1. Probenpfropfenbildungsgerat, umfassend:
ein Gehause, das begrenzt
einen eine Langsachse umfassenden Trennkanal
(12) und
einen Einfihrkanal, der eine Verbindungsstelle mit
dem Trennkanal bildet; und
ein Druckregelgerat unabhangig in Verbindung mit
dem Trennkanal und dem Einfuhrkanal, wobei das
Druckregelgerat Einrichtungen umfasst
zum Aufbringen eines ersten Druckunterschieds auf
den Einfihrkanal, um eine Probe zur Verbindungs-
stelle zu férdern, und
zum Aufbringen eines zweiten Druckunterschieds auf
den Trennkanal, um einen Teil der Probe in der Ver-
bindungsstelle in den Trennkanal zu férdern, um ei-
nen Probenpfropfen (14) zu bilden.

2. Probenpfropfenbildungsgerat nach Anspruch
1:
(a) weiter umfassend ein Trennmedium, das im
Trennkanal angeordnet ist;

(b) wobei das Gehause einen mikroverfertigten fes-
ten Korper umfasst;

(c) wobei der Einflihrkanal und der Trennkanal unab-
hangig einen mittleren Durchmesser im Bereich von
etwa 0,1 pym bis etwa 1000 pm aufweisen;

(d) weiter umfassend einen Spannungsgenerator
(19) in Verbindung mit dem Trennkanal, um ein elek-
trisches Potenzial entlang der Langsachse anzule-
gen; und/oder

(e) wobei das Druckregelgerat eine steuerbare
Druckquelle umfasst.

3. Wissenschaftliches Instrument, umfassend
das Probenpfropfenbildungsgerat nach Anspruch 1
oder Anspruch 2.

4. Wissenschaftliches Instrument nach Anspruch
3, weiter umfassend:
(a) einen Rechner in Verbindung mit dem Druckregel-
gerat, um das Druckregelgerat zu steuern;
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(b) einen Detektor, der von der Verbindungsstelle im
Abstand angeordnet ist und mit dem Trennkanal in
Verbindung steht, um eine chemische Komponente
zu detektieren; und/oder

(c) ein thermisch gesteuertes Abgabesystem, um die
Probe in den Einflihrkanal einzuflihren.

5. Verfahren zum Bilden eines Probenpfropfens,
umfassend die Schritte:
(a) Bereitstellen eines Probenpfropfenbildungsge-
rats, umfassend:
ein Gehause, das begrenzt
einen eine Langsachse umfassenden Trennkanal
und
einen Einfiuhrkanal, der eine Verbindungsstelle mit
dem Trennkanal bildet; und
ein Druckregelgerat in Verbindung mit dem Trennka-
nal;
(b) Aufbringen eines ersten Druckunterschieds auf
den Einfuhrkanal, um eine Probe in Verbindung mit
dem Einflhrkanal zu der Verbindungsstelle zu for-
dern; und
(c) Aufbringen eines zweiten Druckunterschieds auf
den Trennkanal, um einen Teil der Probe in der Ver-
bindungsstelle in den Trennkanal zu férdern, um ei-
nen Probenpfropfen zu bilden.

6. Verfahren nach Anspruch 5, bei dem der erste
Druckunterschied, der auf den Einfihrkanal aufge-
bracht wird, vor dem Aufbringen des zweiten Druck-
unterschieds auf den Trennkanal verringert wird.

7. Verfahren nach Anspruch 5, weiter umfassend
den Schritt: Anlegen eines elektrischen Potenzials
entlang der Langsachse.

8. Verfahren nach Anspruch 7, entweder

(i) wobei ein Anlegen eines elektrischen Potenzials
entlang der Langsachse wahrend Schritt (b) erfolgt,
und fakultativ weiter umfassend den Schritt: Analy-
sieren auf eine Komponente in dem Probenpfropfen;
und/oder

(ii) wobei ein Anlegen eines elektrischen Potenzials
entlang der Langsachse Komponenten in dem Pro-
benpfropfen trennt.

9. Verfahren nach Anspruch 5, weiter umfassend
den Schritt: Aufbringen von positivem Druck auf den
Trennkanal, um den Probenpfropfen entlang dem
Trennkanal zu bewegen; und fakultativ wobei ein An-
legen eines positiven Drucks Komponenten in dem
Probenpfropfen trennt; und weiter fakultativ weiter
umfassend den Schritt: Analysieren auf eine Kompo-
nente in dem Probenpfropfen.

10. Verfahren nach Anspruch 5, entweder
(i) wobei ein Aufbringen des zweiten Druckunter-
schieds auf den Trennkanal fur ein spezifiziertes In-
tervall erfolgt; und/oder
(i) weiter umfassend den Schritt: Bereitstellen eines

thermisch gesteuerten Probenabgabengerats, um
die Probe mit dem Einflhrkanal in Verbindung zu
bringen.

Es folgen 7 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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