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Beschreibung
Hintergrund
1. Erfindungsumfeld:

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich im Allgemeinen auf eine Vorrichtung zum Durchfiihren von bi-
ologischen Verfahren, wie der Polymerasekettenreaktion. Genauer gesagt, betrifft die vorliegende Erfindung
Behalter zum Aufbewahren von biologischem Material, wahrend dieses einer Nukleinsaurevervielfaltigung un-
terzogen wird, und deren Verwendungen.

2. Technischer Hintergrund

[0002] In zahlreichen Bereichen von Industrie, Technologie und Forschung besteht das Bedurfnis zuverlassig
und nachvollziehbar Proben einem zyklischen Temperaturwechselprozess zu unterziehen. Die Notwendigkeit
eine Probe einem wiederholten zyklischen Temperaturwechselprozess zu unterziehen, ist insbesondere bei bi-
otechnologischen Anwendungen akut. Im biotechnologischen Umfeld ist es oft erstrebenswert, kleine Materi-
alproben wahrend einer kurzen Zeitspanne wiederholt zu erwarmen und zu kihlen. Einer dieser biologischen
Prozesse, der regelmaRig ausgefuhrt wird, ist die zyklische DNS Vervielfaltigung (Amplifikation).

[0003] Die zyklische DNS Vervielfaltigung, bei der eine temperaturstabile DNS Polymerase benutzt wird, er-
moglicht die automatische Vervielfaltigung von primerspezifischer DNS, die im allgemeinen als "Polymerase-
kettenreaktion" oder "PCR" bekannt ist. Die Automation dieses Prozesses erfordert einen kontrollierten und
prazisen zyklischen Temperaturwechsel der Reaktionsmischungen, die gewohnlich in mehreren Behaltern ent-
halten sind. In der Vergangenheit war der bevorzugte Behalter ein Standard-Mikrozentrifugenréhrchen aus
Kunststoff.

[0004] Kommerziell programmierbare metallische Heizblécke wurden in der Vergangenheit dazu verwendet,
den Temperaturwechsel der Proben in den Mikrozentrifugeréhrchen entsprechend dem Temperatur-ge-
gen-Zeit-Sollprofil durchzufihren. Jedoch stellte sich das Unvermdgen, die Temperatur der Heizbldcke tber
einen groRen Temperaturbereich innerhalb einer kurzen Zeitspanne schnell und genau anzupassen, fiir die
Verwendung der heizblockartigen Geratetypen fir ein Warmesteuersystem als nicht erwiinscht heraus, wenn
Ablaufe wie die Polymerasekettenreaktion ausgefuhrt werden.

[0005] Dariber hinaus haben auch die im Allgemeinen verwendeten Mikrozentrifugenréhrchen Nachteile.
Das Material der Mikrozentrifugenréhrchen, ihre Wandstérke, und die Geometrie der Mikrozentrifugenréhrchen
stellen ein Hindernis beim schnellen Erwarmen und Kuhlen der darin enthaltenen Probe dar. Das Kunststoff-
material und die Wandstarke der Mikrozentrifugenréhrchen wirken wie eine Isolierung zwischen der darin ent-
haltenen Probe und dem umgebenden Medium, wodurch ein Transfer der Warmeenergie behindert wird. Au-
Rerdem bietet die Geometrie des Mikrozentrifugenréhrchens dem beliebigen zum Warmeenergielbertrag be-
nutzten Medium nur einer kleinen Oberflache. Die kontinuierliche Verwendung der Mikrozentrifugenréhrchen
mit ihrer suboptimalen Geometrie im Stand der Technik zeigt, dass die Vorzilige einer verbesserten Warmee-
nergietbertragung (die sich durch eine vergréfierte Oberflache des Probenbehalters fir eine Probe konstanten
Volumens einstellt) bis jetzt noch nicht erkannt worden sind.

[0006] Weiterhin wurden Vorrichtungen, die Wasserbader mit Fluidaustausch (oder mechanischem Transfer)
als zyklische Temperaturwechsler (Thermocycler) fur die Polymerasekettenreaktion verwendet. Auch wenn
Wasserbader fur das zyklische Durchlaufen einer Polymerasekettenreaktionsmischung entlang einem Tempe-
ratur-gegen-Zeit-Sollprofil, das fir das Stattfinden der Reaktion nétig ist, verwendet wurden, wirkt die hohe
thermisch wirksame Masse des Wassers (und die niedrige Warmeleitfahigkeit der Kunststoffmikrozentrifugen-
rohrchen) signifikant einschrankend, soweit das Betriebsverhalten des Gerats und die Spezifizitat der Reaktion
betroffen ist.

[0007] Gerate mit Wasserbadern sind in ihrem Betriebsverhalten eingeschrankt. Der Grund liegt darin, dass
die thermisch wirksame Masse des Wassers den maximalen Temperatur-gegen-Zeit-Gradienten, der damit er-
reicht werden kann, signifikant einschrankt. Aullerdem zeigt sich, dass das Wasserbadgerat aufgrund seiner
Grole, der Zahl der Wasser fuhrenden Schlauche, und der externen Temperatursteuervorrichtung fiir das
Wasser sehr schwerfallig ist. Dartber hinaus ist das Erfordernis der strengen periodischen Wartung und In-
spektion der Wasseranschlisse, um Lecks in dem Wasserbadgerat zu detektieren, mihsam und zeitaufwan-
dig. Zu guter Letzt ist es schwierig, mit dem Wasserbadgerat die Temperatur der Probenréhrchen mit der er-
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forderlichen Genauigkeit zu steuern.

[0008] Das US Patent Nr. 3,61 6,264 von Ray zeigt ein thermisches Geblaseluftgerat fir die Luftzirkulation,
um biologische Proben auf eine konstante Temperatur zu erwarmen oder zu kiihlen. Auch wenn Rays Gerat
durchaus effektiv ist, eine konstante Temperatur innerhalb einer Luftkammer zu halten, wird das Erfordernis
eines schnellen Anpassens der Temperatur in zyklischer Art entsprechend einem Temperatur-gegen-Zeit-Pro-
fil, wie fir biologische Anwendungen wie der Polymerasekettenreaktion nétig sind, nicht angesprochen.

[0009] Das US Patent Nr. 4,420,679 von Howe und das US Pat. Nr. 4,286,456 von Sisti et al. offenbaren je-
weils Gaschromatographiedfen. Die in den Patenten von Howe und Sisti et al. offenbarten Vorrichtungen sind
daflir geeignet, ein gaschromatografisches Verfahren auszufihren, sind aber nicht dafiir geeignet, einen zykli-
schen Temperaturwechsel durchzufiihren, der wesentlich schneller ausgefihrt werden soll, als mit einem der
vorher beschriebenen Gerate. Ein schneller zyklischer Temperaturwechsel ist fiir die Ausflihrungen vieler Pro-
zesse nutzlich. Gerate, wie in den Patenten von Howe und Sisti et al. beschrieben werden, sind nicht geeignet,
solche Reaktionen effizient und schnell auszufiihren.

[0010] Die US 5,455,175 offenbart eine Vorrichtung flir zyklische Temperaturwechsel, in der eine diinnwandi-
ge Kapillarrohre verwendet wird. Die Kapillarréhren umfassen keinen trichterartig geformten Abschnitt.

[0011] Die US 3,219,412 offenbart eine Vorrichtung fir eine automatisierte chemische Sequentierbehand-
lung. Die in dem Dokument offenbarten Kapillarréhren kénnen einen Trichter umfassen und sind an beiden En-
den der Kapillarréhre offen. Die Kapillarréhre wird in der Vorrichtung zum Transport einer Probe zu einem Auf-
nahmenapf verwendet.

[0012] Insbesondere die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine fiir die moderne Molekularbiologie essen-
zielle grundlegende Vervielfaltigungstechnik. Trotz ihrer Nitzlichkeit und Popularitat ist das bisherige Verstand-
nis der PCR nicht weit fortgeschritten. Die Vervielfaltigungsmethoden muissen durch "trial and error" optimiert
werden, und Protokolle werden oft blindlings befolgt. Das begrenzte Verstandnis der PCR, wie es im Stand der
Technik zu finden ist, ist ein gutes Beispiel dafiir, dass Fachleute sich damit zufrieden geben, eine leistungsfa-
hige Technik ohne Reflexion und Verstand zu verwenden.

[0013] Biologische Prozesse wie die PCR bendtigen einen zyklischen Temperaturwechsel der Proben. Im
Stand der Technik wird ein solcher Temperaturwechsel, wie oben beschrieben, nur langsam ausfihrt. Der
Stand der Technik ignoriert auf3erdem die zu Grunde liegenden Prinzipien, die es der PCR ermdglichen, zu
funktionieren, und die dazu verwendet werden kdnnten, die PCR noch nitzlicher zu gestalten. Es ware deshalb
ein grofRer Fortschritt in der Technik, Verfahren und eine Vorrichtung bereitzustellen, die insbesondere dafur
ausgelegt sind, eine PCR schnell auszufihren und die wahrenddessen stattfindende Reaktion zu analysieren,
insbesondere wenn eine solche Reaktion wahrend ihres Stattfinden — also in Echtzeit — analysiert wird.

Kurze Zusammenfassung und Aufgaben der Erfindung

[0014] Im Hinblick auf den oben beschriebenen Stand der Technik bezieht sich die vorliegende Anmeldung
auf die Erfullung der folgenden Aufgaben.

[0015] Es ist eine Aufgabe, ein Gerat bereitzustellen, das die Temperatur von biologischen Proben genau
steuert.

[0016] Es ist eine weitere Aufgabe, ein Gerat bereitzustellen, das eine biologische Probe einem schnellen
Temperaturwechsel unterziehen kann, wobei die Luft als Warme Ubertragendes Medium verwendet wird.

[0017] Esisteine weitere Aufgabe, ein System und ein Verfahren bereitzustellen, um eine PCR schnell durch-
zufiihren und zudem die Reaktion wahrend ihres Ablaufs kontinuierlich zu Gberwachen.

[0018] Es ist eine weitere Aufgabe, ein System und ein Verfahren bereitzustellen, um eine PCR schnell durch-
zufiihren und zudem die Reaktionsparameter wahrend des Ablaufs der Reaktion einzustellen.

[0019] Diese und andere Aufgaben und Vorteile werden aus der Beschreibung und den folgenden Anspri-
chen noch klarer werden oder kdnnen durch die Anwendung der Erfindung gelernt werden.

[0020] Gemal einem Aspekt wird ein Gerat ist bereitgestellt, das insbesondere daflir geeignet ist, biologische
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Proben einem schnellen Temperaturwechselprozess zu unterziehen, um einen oder mehrere einer Vielzahl
von Ablaufen oder Prozessen auszufihren.

[0021] Die Erfindung stellt zur Verfigung:
Einen Kunststoff/Glas-Behalter zur Aufbewahrung einer fluiden biologischen Probe, wahrend diese einer Nu-
kleinsaurevervielfaltigung unterzogen wird, wobei der Behalter, der ein optisch klares Material umfasst, zur
Aufbewahrung einer Probe von maximal 1 ml ausgestaltet ist und ferner umfasst:
a) einen Kapillarréhrchenabschnitt, der an einem Ende geschlossen ist,
b) einen Reservoirabschnitt (450C), der ein trichterartig geformter Abschnitt ist, der mit dem offenen Ende
des Kapillarréhrchenabschnitts verbunden ist; und
c¢) eine Konstruktion zum Versiegeln des Kapillarréhrchenabschnitts,

wobei der trichterartig geformte Abschnitt aus Kunststoff hergestellt ist.

[0022] Ein weiterer Aspekt der Erfindung stellt zur Verfigung:
Eine Vielzahl an wie in Anspruch 5 definierten Kunststoff/Glas-Behaltern.

[0023] Die Erfindung stellt dartiber hinaus zur Verfligung:

Eine Verwendung eines Kunststoff/Glas-Behalters gemal der Erfindung gemal Anspruch 8 fiir eine Echt-
zeit-PCR, dadurch gekennzeichnet, dass der Behalter zur Aufbewahrung einer fluiden biologischen Probe in
der Lage ist, wahrend diese einer Nukleinsdurevervielfaltigung unterzogen wird, wobei der Behalter, der ein
optisch klares Material umfasst, zur Aufbewahrung einer Probe von maximal 1 ml ausgestaltet ist

[0024] Gemall einem anderen Aspekt offenbart die vorliegende Anmeldung Verfahren und ein Gerat zur
Uberwachung einer DNS Vervielfaltigung, um so den Fortschritt derartiger Abléufe aufzuzeichnen. Im Speziel-
len offenbart sie Verfahren und ein Gerét fiir eine kontinuierliche Fluoreszenz Uberwachung des Polymerase-
kettenreaktionsablaufs bereit, vorzugsweise optische Komponenten, kombiniert mit Elementen, die einen
schnellen Temperaturenwechsel ermdglichen, um kontinuierlich die DNS Vervielfaltigung mit mehreren unter-
schiedlichen Fluoreszenztechniken zu tUberwachen. Glaskapillarprobenbehalter und Probenbehélter aus ei-
nem Kunststoff/Glas-Verbund erlauben einen schnellen Warmetransfer von einem bevorzugten Warme uber-
tragenden Medium (es sind 30 Vervielfaltigungszyklen in weniger als 15 Minuten mdéglich, wenn ein Gas, wie
beispielsweise Luft, als Warme (ibertragendes Medium benutzt wird) und das simultane Uberwachen der Re-
aktion.

[0025] Es werden optische Techniken dazu benutzt, den Fortgang der Reaktion wahrend ihres Ablaufs zu
Uberwachen. In einigen bevorzugten Ausfiihrungsbeispielen werden Fluoreszenzsonden dem Redaktionsge-
misch zugegeben und die Fluoreszenz kann mindestens einmal wahrend eines Temperaturiibergangs Uber-
wacht werden, und vorteilhafterweise wird die Fluoreszenz entweder von einer einzigen Probe oder von meh-
reren Proben zwei oder mehrmals wahrend eines Temperaturiibergangs aufgenommen. In einigen bevorzug-
ten Ausfuhrungsformen ist ein sich drehendes Karussell vorhanden, um die Proben sequenziell eine nach der
anderen an eine Uberwachungsposition zu bewegen, wobei alle Proben simultan einem schnellen zyklischen
Temperaturwechsel unterzogen werden. Wiinschenswerterweise findet die Uberwachung der Fluoreszenz ein-
mal pro Vervielfaltigungszyklus statt, oder die Uberwachen von Temperatur, Zeit und Fluoreszenz findet wah-
rend jedes Vervielféltigungszyklus kontinuierlichen statt.

[0026] Mit Hilfe der vorliegenden Offenbarung kann eine dreidimensionale Darstellung der Temperatur, Zeit
und Fluoreszenz erreicht werden. Fluoreszenz-gegen-Temperatur-Diagramme der Hybridisierungssonden un-
terscheiden zwischen dem kumulativen, irreversiblen Signal der exonukleasen Spaltung, und der temperatur-
abhangigen, reversiblen Hybridisierung angelagerter Komponenten. Hybridisierungssonden sind nitzlicher als
Hydrolysesonden, da ihre Temperaturabhangigkeit von der Fluoreszenz Giberwacht werden kann, und dazu be-
nutzt werden kann, Veranderungen in der Produktsequenz, d. h. Polymorphismen und Mutationen, zu detek-
tieren. Durch die Verwendung von Farbstoffen, die in der Gegenwart der Doppelstrang-DNS fluoreszieren,
kann die Produktdenaturierung, die Wiederanlagerung (Reannealing), und die Verlangerung (Extension) inner-
halb jedes Zyklus iberwacht werden. Vorliegende Erfindung stellt ein Gerat und ein Verfahren zum schnellen
Durchfuihren von DNS Vervielfaltigungsreaktionen bereit, die Vervielfaltigung und Analyse der Reaktionen in
15 Minuten, vorteilhafterweise in unter 15 Minuten, und am vorteilhaftesten in unter zehn Minuten, aneinander-
reihen.

4/133



DE 697 38 605 T2 2009.04.30

Kurze Figurenbeschreibung

[0027] Um besser wirdigen zu kdnnen, wie die oben beschriebenen und andere Vorteile und Aufgaben der
Erfindung erreicht werden, wird im Folgenden eine genaue Beschreibung der oben kurz beschriebenen Aus-
fuhrungsformen gegeben, indem auf die in den beigefiigten Zeichnungen veranschaulichten speziellen Aus-
fuhrungsform davon Bezug genommen wird. Die Zeichnungen stellen jedoch lediglich typische Ausflihrungs-
formen der Erfindung dar und sind daher nicht dazu gedacht, den Schutzbereich zu beschranken, und die Er-
findung wird durch die Verwendung der beiliegenden Zeichnungen mit zusatzlichen Spezifikationen und De-
tails beschrieben.

[0028] Fig. 1 zeigt eine perspektivische Ansicht des zyklischen Temperaturwechselgerats, das dazu ausge-
legt ist eine biologische Probe einem Temperaturzyklus zu unterziehen und speziell fiir den Gebrauch bei einer
zyklischen DNS Vervielfaltigung mit den Behaltern der Erfindung ausgebildet ist.

[0029] Fig. 2 ist eine seitliche Aufrissansicht des Fluidkammerteils des Gerats von Fig. 1.

[0030] Fig. 3 ist eine innere Grundrissansicht des Fluidkammerteils des in Fig. 1 dargestellten Gerats.

[0031] Fig. 4 ist eine innere Grundrissansicht der Fluidkammer einer anderen Ausfihrungsform zur Verwen-
dung mit der vorliegenden Erfindung.

[0032] Fig. 5 zeigt ein optimiertes Temperatur-gegen-Zeit-Profil fir die Polymerasekettenreaktion, die einen
zyklischen Temperaturwechsler der vorliegenden Erfindung verwendet.

[0033] Fig. 6 zeigt graphisch den Effekt der Denaturierungszeit auf die Ergiebigkeit der Polymerasekettenre-
aktion bei Verwendung eines zyklischen Temperaturwechslers der vorliegenden Erfindung.

[0034] Fig. 7 zeigt graphisch den Effekt der Anlagerungszeit auf die Spezifizitat und die Ergiebigkeit der Po-
lymerasekettenreaktion bei Verwendung eines zyklischen Temperaturwechslers.

[0035] Fig. 8A-B zeigen die perspektivische bzw. Aufriss-Ansicht eines Querschnitts eines anderen bevor-
zugten Ausfuhrungsbeispiels fir eine Verwendung mit der vorliegenden Erfindung.

[0036] Fig. 8C ist die Diagrammdarstellung der Beziehung zwischen warmeerzeugendem Element und den
Kapillarréhrchen, die die biologische Proben in der Ausfihrungsform, das in den Eig. 8A-B dargestellt ist, auf-
bewahren.

[0037] FEig. 9A zeigt das Ergebnis von vier verschiedenen Temperatur-Zeit-Profilen (A-D) und deren resultie-
rendes Vervielfaltigungsprodukt nach 30 Zyklen (A-D).

[0038] Fig. 9B zeigt einen Zyklus eines weiteren bevorzugten Temperatur-Zeit-Profils, das von der vorliegen-
den Erfindung verwendet wird.

[0039] Fig. 9C-G zeigen beispielhafte Zyklen anderer bevorzugter Temperatur-Zeit-Profile, die von der vor-
liegenden Erfindung verwendet werden.

[0040] Fig. 10 stellt einen Schaltplan eines Temperaturgefalle-Steuerschaltkreises geman der vorliegenden
Erfindung dar.

[0041] Fig. 10A ist die graphische Darstellung des Effekts der Temperaturiibergangsgeschwindigkeit von der
Produktdenaturierungstemperatur zu der Primeranlagerungstemperatur auf die Spezifizitat des Reaktionspro-
dukts.

[0042] Fig. 11 ist die schematische Ansicht eines bevorzugten schnellen zyklischen Temperaturwechslers mit
Fluoreszenzdetektion.

[0043] Fig. 11A ist eine Temperatur-gegen-Zeit Diagramm, das eine bevorzugte Funktionsweise des Gerats
von Fig. 11 zeigt.

[0044] Fig. 12 ist eine Darstellung eines 3D Diagramms von Temperatur, Zeit und Fluoreszenz wahrend der
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Vervielfaltigung eines Hepatitis B DNS Fragments in Gegenwart von SYBR Green |.

[0045] Fig. 12A-C sind Darstellungen von 2D Diagrammen von Temperatur-gegen-Zeit, Fluoreszenz-ge-
gen-Zeit und Fluoreszenz-gegen-Temperatur, die in zusammen in dem 3D Plot von Fig. 12 gezeigt sind.

[0046] Fig. 13 ist ein Diagramm von Fluoreszenz-gegen-Temperatur wahrend der Vervielfaltigung eines 536
Basenpaarfragments des menschlichen B-Globin Gens in der Gegenwart von SYBR Green |.

[0047] Fig. 14 ist das Diagramm von Fluoreszenz-gegen-Zykluszahl.

[0048] Fig. 14A ist die Legende zu Fig. 14 und zu den nachfolgenden Figuren, die verschiedene Anfangs-
zahlen fur die Vorlagenkopien anzeigt.

[0049] Fig. 15 ist ein Diagramm von Fluoreszenz-gegen-Zykluszahl.

[0050] Fig. 16 ist ein Fluoreszenzverhaltnis-gegen-Temperatur-Diagramm.

[0051] Fig. 17 ist ein Fluoreszenzverhaltnis-gegen-Temperatur-Diagramm.

[0052] Fig. 18A ist ein Diagramm, das ein gleichgewichtiges PCR Paradigma darstellt.
[0053] Fig. 18B ist ein Diagramm, das ein kinetisches PCR Paradigma darstellt.

[0054] Fig. 18C ist ein Diagramm, das unterschiedliche Zeit-Temperatur-Profile im Bereich der Anlagerungs-
temperatur darstellt.

[0055] Fig. 19 stellt eine weitere bevorzugte Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung dar, die dazu aus-
gebildet ist, die Probe kontinuierlich zu Gberwachen.

[0056] Fig. 19A-Fig. 19D sind Darstellungen verschiedener Probenbehalterausbildungen.

[0057] Fig. 19E ist eine Graphik, die den Effekt der unterschiedlichen Probenbehalterausbildungen aus den
Fig. 19A-D auf das Temperaturverhalten der Probe selbst darstellt.

[0058] Fig. 19F und Fig. 19G ist eine Seiten bzw. Bodenansicht eines bevorzugten Probenbehalters gemaf
der vorliegenden Erfindung.

[0059] Fig. 19H und Fig. 191 zeigen entsprechend zwei mogliche Ausrichtungen eines rechteckigen Kapillar-
réhrchens beim Detektieren der Fluoreszenz der Probe.

[0060] Fig. 20 zeigt den optischen Aufbau einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung,
um ein kontinuierliches Uberwachen der Probe, die einer DNS Vervielfaltigung unterzogen wird bereitzustellen.

[0061] Eia. 21 ist die schematische Darstellung einer anderen bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegen-
den Erfindung eines schnellen zyklischen Temperaturwechslers mit Fluoreszenzdetektion an der Spitze des
Probenbehalters.

[0062] Fig. 21A-D zeigen aus Kunststoff/Glas zusammengesetzte Behalter, in welche biologische Proben
eingeflllt werden.

[0063] Fig. 22 zeigt nltzliche Temperatur-gegen-Zeit Abschnitte fir die Fluoreszenzhybridisierungsiberwa-
chung.

[0064] Fig. 22A zeigt graphisch die Effektivitat der Lichtfiihrung, wenn eher die Spitze als die Seite der Kapil-
larprobenbehalter beobachtet wird.

[0065] Fig. 22B zeigt graphisch die Effektivitat der Lichtfihrung anhand zweier unterschiedlicher Gréen von
Kapillarprobenréhrchen.

[0066] Fig. 22C ist ein Blockdiagramm mit hohem Niveau, das die Aufgaben zeigt, die von einem erfindungs-

6/133



DE 697 38 605 T2 2009.04.30

gemalien bevorzugten Ausbildungsbeispiel durchgefiihrt werden, wobei die Erfindung einen schnellen zykli-
schen Temperaturwechsler mit Epifluoreszenzdetektion umfasst.

[0067] Fig. 22D ist ein Diagramm der Temperatur-gegen-Zeit fur eine PCR Reaktion, wobei ein Fluoreszenz-
feedback benutzt wurde, um die Reaktionsparameter zu steuern.

[0068] Fig. 22E ist ein Diagramm von Fluoreszenz-gegen-Zeit fur eine PCR Reaktion, bei welcher ein Fluo-
reszenzfeedback benutzt wurde, um die Reaktionsparameter zu steuern.

[0069] Fig. 23 ist ein Diagramm von Fluoreszenz-gegen-Zeit, das die inverse Beziehung zwischen Tempera-
tur und Fluoreszenz darstellt.

[0070] Fig. 24 ist ein Diagramm von Temperatur-gegen-Zeit, das die inverse Beziehung zwischen Temperatur
und Fluoreszenz darstellt.

[0071] Fig. 25 ist ein Diagramm von Fluoreszenz-gegen-Temperatur fir drei verschiedene PCR Produkte in
Gegenwart von SYBR Green |, das bei einem 0,2 Grad pro Sekunde Temperaturiibergang durch die Produkt-
schmelztemperatur erzeugt wurde.

[0072] Fig. 26 ist ein Diagramm von Fluoreszenz-gegen-Zeit, das die Produktanlagerung fir verschiedene
Konzentrationen von PCR Produkten in Gegenwart von SYBR Green | zeigt.

[0073] Fig. 27A und Fig. 27B sind schematische Querschnittsansichten des in Fig. 28 dargestellten Ausfih-
rungsbeispiels in einem Ablaufzustand bzw. einem Bestiickungszustand.

[0074] Eiq. 28 ist eine schematische Darstellung einer weiteren Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung
eines schnellen zyklischen Temperaturwechslers mit Fluoreszenzdetektion an der Spitze des Probenbehalters,
der Positionen fir die Fluoreszenzdetektion in zwei Dimensionen aufweist, um die Detektion zu optimieren.

[0075] Fig. 29 ist eine perspektivische Ansicht des AuReren der Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfin-
dung, welche die in der schematischen Darstellung der Fig. 28 dargestellten Komponenten einschlief3t.

[0076] Fig. 30A-Fig. 30V sind detaillierte schematische Diagramme der elektrischen Komponenten einer be-
vorzugten Ausfiihrungsform.

[0077] FEig. 31A und Fig. 31B sind die perspektivische bzw. die Querschnitts-Ansicht des Probenhandha-
bungssystems gemaf der vorliegenden Erfindung.

[0078] Eiq. 32 ist eine schematische Darstellung eines anderen Ausfuhrungsbeispiels der vorliegenden Erfin-
dung, das mehrere Probenhandhabungsscheiben beinhaltet.

Detaillierte Beschreibung der vorteilhaften Ausfiihrungsbeispiele

[0079] Im Folgenden werden die Figuren beschrieben, wobei die gleichen Strukturen die gleichen Bezugszei-
chen tragen.

[0080] Wie in Fig. 1 dargestellt, umfasst das vorteilhafte Ausflihrungsbeispiel der zyklischen Temperatur-
wechselvorrichtung 10 eine Kammer mit einem geschlossenen Fluidkreislauf (am vorteilhaftesten ist Luft), die
im allgemeinen mit 11 bezeichnet wird, und dazu ausgelegt ist, Proben, die dem Zyklus unterzogen werden
sollen, durch die Liftungsklappe 14 zu empfangen. Die Kammer 11 mit dem geschlossenen Fluidkreislauf be-
inhaltet mehrere Unterteilungen, die jeweils kurz beschrieben werden. Die Vorrichtung 10 weist auerdem eine
Steuervorrichtung 12 auf, die mittels Eingabetasten 25 und einem Display 26 programmiert werden kann, um
eine Abfolge von Temperaturen Uber eine vorgegebene Zeit zyklisch zu durchlaufen. Der zyklische Tempera-
turwechsel der Kammer 11 kann dazu verwendet werden, mehrere Ablaufe auszuflihren und ist insbesondere,
wie weiter unten erklart werden wird, fir die Vervielfaltigung von primerspezifischen DNS-Proben, die ein Re-
aktionsgemisch enthalten, geeignet.

[0081] Die Kammer 11 mit dem geschlossenen Fluidkreislauf ist im allgemeinen in einem schachtelférmigen

Gehause 13 aufgenommen. Geblasebefestigungsplatten 16 kénnen, falls gewilinscht, derart angeordnet sein,
dass sie einen kleineren rechteckigen Bereich der Kammer 11 abtrennen und dazu dienen ein im allgemeinen
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zylinderférmiges unteres Gehause 15 zu tragen und daran zu befestigen. Alternativ kann der Ventilator des
Geblases 28 integral in dem Kammergehause 13 angeordnet sein.

[0082] Das Innere des Geblasegehduses 15 umfasst die Fligel und die Antriebswelle des Geblases. Der Ge-
blasemotor (nicht dargestellt) ist auRerhalb des Geblasegehduses 15 angeordnet, und deshalb auch aul3er-
halb der umschlossenen Kammer 11. In dieser Konfiguration sind die Fligel und die Antriebswelle die einzigen
Teile des Geblases, die dem zirkulierenden heiflen Fluid in der Kammer 11 ausgesetzt werden. Es ware un-
vorteilhaft den Motor innerhalb der Kammer zu befestigen, der dann den Temperaturanderungen ausgesetzt
werden wirde und zudem die thermisch wirksame Masse des Motors derjenigen hinzufligt, die dem Erwarmen
und Kihlen ausgesetzt werden soll. Die Verringerung der thermisch wirksamen Masse, die dem Fluid in der
Kammer 11 ausgesetzt wird, ist winschenswert fir das gesamte Betriebsverhalten der Vorrichtung 10 in seiner
Funktion, bei der die Proben in der Vorrichtung platziert und einem Temperatur-gegen-Zeit-Sollprofil unterzo-
gen werden, wobei entweder ein vorgegebenes Profil verwendet wird, oder, wie weiter unten detailliert be-
schrieben werden wird, eine oder mehrere Reaktionsparameter wahrend des Reaktionsablaufs verandert wer-
den.

[0083] Das Geblase 28 ist ein wohlbekannter Geblasetyp, der gewdhnlich als "in line" Geblasetyp identifiziert
wird, der vorzugsweise einen propellerartigen Ventilator, bedingt durch seine im allgemeinen niedrige ther-
misch wirksame Masse, oder, falls gewtiinscht, einen Kafiglauferartigen Ventilator aufweist, wobei der Ventila-
tor vorzugsweise eine Kapazitat von 75 ft3/min aufweist.

[0084] Die Solenoidplatte 17 weist ein daran befestigtes Solenoid 18 auf. Der Solenoidanker 19 ist an dem
oberen Ende 21 eines Stabs 20 befestigt, der wiederum fest mit der Liftungsklappe 14 verbunden ist und dreh-
bar an Punkten oberhalb und unterhalb der Liftungsklappe 14 an dem Gehause 13 befestigt ist. Der Stab 20
ermoglicht es deshalb, dass sich die Liftungsklappe 14 relativ zu dem Gehause 13 um die Langsachse des
Stabs 20 frei drehen kann.

[0085] Eine Feder 22 ist an ihrem einen Ende an dem Gehause 13 durch einen Tragpfosten 23 befestigt. Das
gegeniberliegende Ende der Feder 22 ist mit dem oberen Ende 21 des Stabs 20, direkt neben der Verbindung
mit dem Solenoidanker 19, verbunden. Die Feder 22 ist zwischen den zwei Befestigungspunkten gespannt.
Deshalb tendiert die Feder 22 dazu, das obere Ende 21 in Richtung des Tragpfostens 23 zu ziehen, wodurch
die Luftungsklappe dazu tendiert, sich in ihre geschlossene Position zu drehen. Wenn das Solenoid 18 betatigt
wird, tendiert der Anker 19 dazu, das obere Ende 21 des Stabs 20 in Richtung des Solenoids 18 zu ziehen,
was der Zugrichtung der Feder 22 entgegenwirkt, und die Luftungsklappe 14 tendiert dazu, sich zu 6ffnen.

[0086] Die Steuervorrichtung, im Allgemeinen mit 12 bezeichnet, ist elektrisch mit der Kammer 11 mittels ei-
nes Ubertragungskabels 24 verbunden. Das Kabel 24 stellt auRerdem Energie fiir den Geblasemotor (nicht
dargestellt) und die Heizwendel 31 bereit. Weiterhin ist die Steuervorrichtung auch mit einem Thermoelement-
sensor 35 zum Empfangen von den Temperaturdaten entsprechenden Signalen und dem Solenoid 18 zum
Triggern des Solenoidankers verbunden.

[0087] Die Steuervorrichtung 12 kann ein wohlbekannter Typ von Temperatursteuereinheit sein, die dazu pro-
grammierbar ist, die Heizwendel 31, die Liftungsklappe 14 und das Geblase derart anzusteuern, dass eine
vorgegeben Temperatur als Funktion der Zeit in der Kammer 11 herrscht, und die dazu programmiert werden
kann, einen Relaisausgang zum Ansteuern des Solenoids zu vorgegebenen Zeitperioden und Kammertempe-
raturniveaus zu aktivieren. Eine vorteilhafte Temperatursteuervorrichtung 12 fiir die Ausfihrungsbeispiele der
Fig. 1 bis Fig. 3 ist eine Partlow MIC-6000 Proportional Temperatursteuervorrichtung, die von Omega Engi-
neering Inc., Stanford, Connecticut, unter der Modellnummer CN8600 Process Controller bezogen werden
kann.

[0088] Wie in den Fig. 2 und Fig. 3 dargestellt, ist das Innere der Kammer 11 in 4 Hauptabschnitte unterteilt.
Der Geblaseabschnitt 28 wird durch das Geblasegehause 15 und die Geblasebefestigungsplatten 16 gebildet.
Die Gesamtheit des Geblaseabschnitts 28 ist mit dem Ventilator und den Antriebswellenteilen des Geblases,
wie oben beschrieben ausgefiillt. Das Geblase kann eines der mehreren wohlbekannten Designs, wie oben
beschrieben, aufweisen, und ist deshalb in Fig. 3 zum Zweck der Klarheit weggelassen worden. Es ist fur die
vorliegende Erfindung ausreichend, zu verstehen, dass der in dem Geblaseabschnitt 28 angeordnete Ventila-
tor das Fluid durch die Einlasséffnung 36 in den Geblaseabschnitt 28 zieht und durch die Auslasséffnung 37
hinausdruckt.

[0089] Es ist vorteilhaft, dass das Fluid durch das Geblase mit einer Geschwindigkeit von mindestens 75
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ft3/min vorangetrieben wird. Es ist fir die vorliegende Erfindung jedoch bedeutend, zu realisieren, dass das in
der Kammer 11 vorhandene Fluid nur den Ventilator und einen Teil der Antriebswelle des Geblases kontaktiert,
der Geblasemotor selbst ist auerhalb des Geblasegehauses 15 angeordnet, so dass ein Kontakt mit dem Flu-
id in der Kammer 11 vermieden wird. Diese Uberlegung tragt zu der Arbeitsgeschwindigkeit der Erfindung bei,
um das Material, das das Fluid innerhalb der Kammer 11 kontaktiert, zu minimieren und dadurch die thermisch
wirksame Masse des Materials, das wahrend des Zyklusablaufs erwarmt bzw. abgekihlt werden muss, zu mi-
nimieren. Durch die Minimierung der thermisch wirksamen Masse, die durch das Fluid erwarmt oder abgekuhlt
werden muss, wird die Reaktionszeit, die nétig ist, um die Teile der Kammer 11 auf eine einheitliche Temperatur
zu bringen, um ein Vielfaches verringert.

[0090] Das den Geblaseabschnitt 28 durch die Auslassoéffnung 37 verlassende Fluid tritt in den Heizabschnitt
29 ein. Das den Heizabschnitt 29 durchstromende Fluid muss die Heizwendeln 31 passieren. Wenn die
Heizwendeln 31 heilRer werden als das in den Heizabschnitt 29 gelangende Fluid, wird das Fluid, wahrend es
durch den Heizabschnitt 29 geblasen wird, erwarmt. Die Heizwendel ist vorzugsweise eine 1000 Watt (125
VAC) Nichrome-Drahtwendel, die um einen Mikrotrager gewickelt ist. Trotzdem kann jede andere Heizeinheit,
die geeignet ist, die Art des in der Kammer vorhandenen Fluids zu erwarmen, verwendet werden. Die speziell
in dem Ausflihrungsbeispiel der Fig. 1 bis Fig. 3 verwendete Heizwendel ist von Johnstone Supply, Portland,
Oregon, hergestellt.

[0091] Die Heizwendel 31 wird durch ein in der Steuervorrichtung 12 beinhaltetes Ausgangsrelais aktiviert.
Das bevorzugte Relais ist ein 25A, 125VAC Festkorperrelais, das von Omega Engineering Inc., Stanford, Con-
necticut, unter der Modell Nr. Omega SSR 240 D25 hergestellt wird.

[0092] Das den Heizabschnitt 29 passierende Fluid fallt auf die Einbauten 32 und 33, bevor es in den Reak-
tionsabschnitt 30 gelangt. Die Einbauten 32 und 33 tendieren dazu, eine laminare Strdmung zu unterbrechen
und erzeugen eine Turbulenz, um das Fluid effektiv zu mischen, so dass es mit einer homogenen Temperatur
in dem Reaktionsabschnitt 30 ankommt.

[0093] Der Thermoelementsensor 35 stellt ein elektrisches Eingangssignal an der Steuervorrichtung 12 be-
reit, das der Fluidtemperatur in dem Reaktionsabschnitt entspricht. Die Temperaturiiberwachung wahrend des
Betriebs der zyklischen Temperaturwechselvorrichtung 10 wird vorteilhafterweise durch ein 30-Gauge-Ei-
sen-Konstantan "J-type" Thermoelement erreicht. Die Steuervorrichtung verwendet die Information, um die
Heizwendel 31 gemal dem vorgegebenen darin gespeicherten Temperatur-gegen-Zeit-Profil zu steuern, und
das Solenoid 18 zu betatigen, wie in Kurze erklart werden wird.

[0094] Das von dem Reaktionsabschnitt 30 in den Luftrickfihrabschnitt 34 stromende Fluid muss durch den
Probenabschnitt 27 (dargestellt durch gestrichelte Linien) stromen. Der Probenabschnitt 27 wird ebenfalls in
Kurze erlautert werden.

[0095] Das sich in dem Ruckflihrabschnitt 34 befindende Fluid ist, bedingt durch die Warmeubertragung an
die in der Probenkammer angeordneten Proben, leicht gekihlt worden. Das Fluid in dem Ruckfiuihrabschnitt 30
wird durch die Einlass6ffnung 36 in den Geblaseabschnitt 28 gezogen, woraus es dann wieder, aufgrund des
Ventilators, aus der Auslassoffnung in den Heizabschnitt 39 geblasen wird. Deshalb ist die Fluidkammer 11,
wenn sie mit geschlossener Luftungsklappe 14 betrieben wird, eine Fluidkammer mit geschlossenem Fluid-
kreislauf, in der das Fluid entlang eines geschlossenen Schleifenwegs kontinuierlich durch jeden der Abschnit-
te zirkuliert, um die darin angeordneten Teile auf eine konstante Temperatur zu bringen. Die kontinuierliche Zir-
kulation der Luft in der Luftkammer 11 ermdglicht es, dass die Proben in dem Probenabschnitt 27 so schnell
wie moglich auf eine vorgegebene Temperatur gebracht werden, und dann, wenn gewtnscht, auf dieser Tem-
peratur gehalten werden.

[0096] Wenn die Vorrichtung 10 nicht nur dafiir verwendet werden soll, das in dem Reaktionsabschnitt 27 an-
geordnete Material zu erwadrmen, sondern nachfolgend auch so schnell wie mdglich auf eine Temperatur an
oder oberhalb der Umgebungsfluidtemperatur (Lufttemperatur) zu kiihlen, kann die Steuervorrichtung 12 pro-
grammiert werden, das Solenoid 18 zu betatigen, um die Liftungsklappe 14 zu 6ffnen und grol3e Mengen Um-
gebungsfluid unverziglich in die Kammer 11 strdmen zu lassen, wahrend das darin vorhandene erwarmte Flu-
id simultan entweicht.

[0097] Die Deaktivierung der Heizwendel 31, wahrend der kontinuierlichen Aktivierung des Geblases bei ge-

offneter Luftungsklappe 14, zieht das Umgebungsfluid in den Ruckflihrabschnitt 34 und von dort aus in den
Geblaseabschnitt 28. Das Geblase driickt dann das Umgebungsfluid durch den Heizabschnitt 29, von wo es
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direkt, ohne von der Heizwendel 31 erwarmt zu werden, in den Reaktionsabschnitt 30 gelangt. Das Umge-
bungsfluid passiert dann den Probenabschnitt 27 und entweicht aus der Kammer 11 durch die Liftungsklappe
14. Bedingt durch die minimale thermisch wirksame Masse des in der Kammer 11 angeordneten Materials, und
der Wirkung des Geblaseventilators, werden groRe Mengen Umgebungsfluid an dem Probenabschnitt vorbei
geblasen, und von dort aus aus der Kammer 11. Dadurch wird ein schnelles Kiihlen der Proben und des in dem
Probenabschnitt 27 angeordneten Materials erreicht.

[0098] Der Probenabschnitt 27 ist so dimensioniert, dass mehrere Proben, wie beispielsweise hohle langliche
eine Probe enthaltende Glasrohrchen, leicht in voneinander raumlich getrennter Ausrichtung angeordnet wer-
den kénnen, so dass sich das Fluid gleichmafig um jede Probe verteilen kann. Falls gewtinscht, kann der Pro-
benabschnitt 27 derart dimensioniert und ausgebildet sein, dass ein Einbringen eines Gestells, einer Gondel
oder etwas Ahnlichem, das fiir die Aufnahme mehrerer rdumlich getrennt angeordneter Proben geeignet ist,
moglich ist, so dass ein einfaches Beladen der Proben in den Probenabschnitt 27 mdglich ist.

[0099] Der Zugang zu dem Probenabschnitt 27 wird durch Drehung der Liftungsklappe 14 in ihre gedffnete
Position maglich. Ist die Liftungsklappe 14 einmal um ca. 90° aus ihrer geschlossenen Position gedreht, ist
der Probenabschnitt 27 dort hindurch leicht zuganglich. Demnach verursacht, wie aus den Fig. 1 bis Fig. 3
leicht ersichtlich ist, eine Drehung der Luftungsklappe 14 um ca. 90° aus ihrer geschlossenen Position, dass
der Rickfiihrabschnitt 34 im Wesentlichen von dem Reaktionsabschnitt 30 abgeschlossen ist. Demnach wird,
wenn die Vorrichtung 10 der vorliegenden Erfindung in einem "Kihlzustand" ist, Umgebungsfluid direkt in den
Ruckfuhrabschnitt 34 geleitet und durch den Geblaseabschnitt 28, den Heizabschnitt 29, den Reaktionsab-
schnitt 30 und den Probenabschnitt 27 im wesentlichen entlang des gleichen Wegs, wie dem oben beschrie-
bene geschlossenen Fluidkreislaufweg, geblasen. Das Fluid wird dann aus der Luftkammer 11 geblasen und
an dem Ruckeintritt in den Luftrickfihrabschnitt 34 durch die Positionierung der Liftungsklappe 14 zwischen
dem Probenabschnitt 27 und dem Ruckfuhrabschnitt 34 gehindert.

[0100] Demnach ermdéglicht die Liftungsklappe 14 nicht nur den Eintritt von Umgebungsluft in die Kammer
11, sie kann auch das Fluid daran hindern, in schleifenférmiger Art durch die Kammer zu zirkulieren. Stattdes-
sen wird das Fluid gezwungen, den Probenabschnitt 27 zu passieren und dann die Kammer 11 zu verlassen,
um das schnelle Kiihlen der Probeninhalte und der Kammer 11 zu unterstitzen.

[0101] Wenn die Vorrichtung 10 fir die zyklische DNS Vervielfaltigung verwendet wird, ist ein wiederholter Zy-
klus Uber verschiedene Temperaturen erforderlich. Proben mit einer Reaktionsmischung fir die Polymerase-
kettenreaktion missen ungefahr 30-mal zyklisch die Temperaturwechsel durchlaufen, die den Denaturie-
rungs-, Anlagerungs- und Verlangerungsphasen des Vervielfaltigungsprozesses entsprechen.

[0102] Die Vorrichtung 10 ist, bedingt durch ihre neuartigen oben beschriebenen Eigenschaften, dazu fahig,
Proben, in, im Vergleich mit dem Stand der Technik, signifikant kiirzerer Zeit zyklisch zu behandeln. Beispiels-
weise kann die in den Figuren dargestellt DNS Vervielfaltigungsanwendung einen Temperatur-gegen-Zeit-Pro-
filzyklus in 30 bis 60 Sekunden (vgl. Eig. 5) durchlaufen. Der gleiche Zyklus wiirde mit einer aus dem Stand
der Technik bekannten Vorrichtung 5- bis 10-mal so lange dauern. Diese geringe Zykluszeit vergréfRert nach-
weislich die Ausbeute und die Spezifizitat der Polymerasenkettenreaktion gegeniiber dem dem Stand der
Technik entsprechenden Zyklus.

Beispiel 1

[0103] Die Polymerasekettenreaktion wurde in einem 10 pl Volumen mit 50 ng Vorlage-DNS aus dem
menschlichen Genom, 0,5 mM von jedem Desoxynukleotid, 500 ng von jeweils zwei oligonukleotiden Primern
GGTTGGCCAATCTACTCCCAGG (SEQ ID Nr. 5) und GCTCACTCAGTGTGGCAAAG (SEQ ID Nr. 6) in ei-
nem Reaktionspuffer bestehend aus 50 mM Tris-HCI (pH 8,5 bei 25°C), 3,0 mM Magnesiumchlorid, 20 mM
KCI, und 500 pg/ml Serumalbumin vom Rind laufen gelassen. Die Thermus aquatis DNS Polymerase (0,4 pl)
wurde zugegeben, die Proben in ein 8 cm langes, dinnwandiges Kapillarréhrchen (hergestellt von Kimble, Ki-
max 46485-1) gegeben, und die Enden mit einem Laborgasbrenner verschweil’t, so dass eine Luftblase an
beiden Enden jedes Réhrchens vorhanden war.

[0104] Die Kapillarrohrchen wurden dann vertikal in einen Halter aus 1 mm dickem "prepunched perfboard"
(hergestellt von Radio Shack) gestellt. Die Mischung durchlief den Zyklus aus Denaturierung (90-92°C), Anla-
gerung (50-55°C), und Verlangerung (72-75°C) 30 mal, um das in Fig. 5 dargestellte Temperatur-ge-
gen-Zeit-Profil zu ergeben. Die Temperaturiberwachung der Kapillarrohrchen wurde mittels eines Miniatur-
thermoelements (IT-23, Sensortek, Clifton, NJ) durchgefiihrt, das in 10 pl destilliertem Wasser angeordnet und
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mit einem Thermoelementmonitor (BAT-12, Sensortek) verbunden war. Die Vervielfaltigungsprodukte wurden
durch Elektrophorese auf einem 1,5%-igen Agarosegel aufgetrennt. Die spezifischen Vervielfaltigungsproduk-
te wurden mit guter Ausbeute erhalten.

[0105] Bedingt durch die Tatsache, dass die Vorrichtung 10 der vorliegenden Erfindung Luft statt Wasser als
Warme Ubertragendes Medium verwendet, besteht der Vorteil, dass der Warmeubertrag tUber ein Medium
(Luft) mit niedriger Warmekapazitat, das sehr schnell erwadrmt werden kann, erfolgt.

[0106] Die Reaktionszeit fur das Probenkihlen ist sehr kurz, da dinnwandige Glaskapillarréhrchen zum Ent-
halten der Proben, statt Mikrozentifugenréhrchen aus Kunststoff, die bei aus dem Stand der Technik bekannten
Ablaufen benutzt werden, verwendet werden, und da die thermisch wirksame Masse des in der Kammer 11
(siehe Fig. 5) angeordneten Materials minimiert wurde. Diese Reaktionszeiten kénnen eine Optimierung der
Zeit- und Temperaturanforderungen fiir die Denaturierungs-, Anlagerungs-, und Verlangerungsschritte der Po-
lymerasenkettenreaktion ermdglichen.

[0107] Dariber hinaus werden kiirzere "ramp times" erzielt, d. h. die Zeit, die erforderlich ist, um die Proben-
temperatur von einem Temperaturlevel auf das nachste, den Phasen im Vervielfaltigungsprozess entsprechen-
de Temperaturlevel zu bringen, wird verkurzt. Dies verkirzt die Zeit, die fur eine komplette Vervielfaltigung nétig
ist, und ermoglicht spezifische Studien der Anlagerungs-, Denaturierungs-, und Verlangerungskinematik in ei-
nem Poylmerasenkettenreaktionsprotokoll.

[0108] Die Einbauten 32 und 33 (wie in Fig. 3 gezeigt) kdnnen, wenn gewlnscht, dazu verwendet werden,
eine bessere Temperaturhomogenitat in dem Probenabschnitt 27 zu erhalten. Wie in dieser Ausflihrungsform
gezeigt, verringern die Einbauten 32 und 33 die Temperaturunterschiede in dem Reaktionsabschnitt 30 von
ungefahr 10°C auf ungefahr 2°C. Falls gewilinscht, kdnnen weitere (oder komplexere) Einbauten verwendet
werden, um die Temperaturunterschied in dem Reaktionsabschnitt 30 weiter zu verringern. Alternativ kann ein
Ventilator, wie in Fig. 4 gezeigt, stromabwarts von der Heizwendel 31 aus, aber vor dem Probenabschnitt 27
angeordnet sein, um eine gleichmafigere Mischung zu erhalten.

[0109] Die Vervielfaltigungsprodukte, die durch die Verwendung der Vorrichtung 10 erhalten werden, sind
quantitativ und qualitativ mindestens genauso erstrebenswert wie die, die durch das manuelle Wasserbad Zy-
klusverfahren gewonnen werden. Trotzdem sind mit der schnellen Warmesteuerung der Reaktionsmischung
Vorzige in der Spezifizitat und der Ausbeute madglich.

[0110] Eig. 6 zeigt die Auswirkung des in Fig. 5 dargestellten Temperatur-gegen-Zeit-Profils auf die Spezifi-
zitdt (d. h. die eine spezifische Produktausbeute im Gegensatz zu mehreren &ahnlichen oder sog.
"shadow"-Produkten), wenn das Temperaturwechselgerat 10 verwendet wird. Wie zu sehen ist, ist die Produkt-
spezifizitdt umso groRer, je kirzer die die "ramp" und die Anlagerungszeiten sind. Die schnelle Temperaturre-
aktion des Gerats 10 ermoglicht eine verbesserte Spezifizitat und Ausbeute, die mit Systemen aus dem Stand
der Technik nicht mdglich sind.

[0111] Eia. 7 zeigt die Auswirkung des Variierens der Denaturierungszeit des in Eig. 5 dargestellten Tempe-
ratur-gegen-Zeit-Profils auf die DNS Vervielfaltigungsausbeute, wenn das erfindungsgemafie Temperatur-
wechselgerat verwendet wird. Die helleren vertikalen Linien entsprechen jeweils einer bestimmten Zeit bei ei-
ner Denaturierungstemperatur. Wie zu sehen ist, ist die Ausbeute bei den kirzest moglichen Denaturierungs-
zeiten am gréflten. Solch ein Resultat ware mit den Systemen aus dem Stand der Technik nicht méglich.

[0112] Wie gezeigt wurde, kann durch die Verringerung der Warmekapazitat (thermisch wirksame Masse)
des Gerats 10 das Verfahren die Gesamtzeit, die fir das Durchlaufen der Polymerasekettenreaktion nétig ist,
bemerkenswert verringern. Auflerdem verkirzt die Verwendung von kleinen Probenvolumina die Zeit, die fur
die Reaktion nétig ist, weiter und reduziert zudem die Menge von teuren Reagenzien, die verwendet werden
mussen, um bis zu 90%, wodurch die Kosten zum Durchfiihren des Verfahrens unter Verwendung der vorlie-
genden Erfindung weiter reduziert werden. Beispielsweise kénnen, wenn gewinscht, in de in den Fig. 1 bis
Fig. 3 dargestellten Ausflihrungsform Kapillarréhrchen verwendet werden, die einen inneren Durchmesser im
Bereich von ungefahr 0,25 mm bis ungefahr 1,0 mm aufweisen. In einigen Anwendungen kdénnen erstrebens-
werterweise auch Kapillarréhrchen verwendet werden, die einen inneren Durchmesser im Bereich von unge-
fahr 0,02 mm bis ungefahr 0,1 mm aufweisen.

[0113] Das Gerat 10 ist fiir die DNS Vervielfaltigung aus beliebigen Quellen einsetzbar. Auch wenn spezielle
Konfigurationen und Anordnungen der vorliegenden Erfindung in Verbindung mit den spezifischen Ausfih-
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rungsformen des zyklischen Temperaturwechselgerats 10 diskutiert wurden, kénnen auch andere Anordnun-
gen und Konfigurationen verwendet werden. Beispielsweise kdnnen alternativ andere Fluide als Luft, mit im
Allgemeinen geringer thermisch wirksamer Masse, Verwendung finden.

[0114] Eine weitere Ausfihrungsform ist in den Fig. 8A-C dargestellt. Fig. 8A ist eine perspektivische An-
sicht und Fig. 8B ist eine Querschnitts-Aufrissansicht eines zusatzlichen Ausflihrungsbeispiels. Es ist selbst-
verstandlich, dass viele der im Vorhergehenden erlauterten Komponenten und Lehren ihre Anwendung auch
in der in den Fig. 8A-C dargestellten Ausfiihrungsform finden. Demnach werden nur die relevanten zusatzli-
chen Informationen beziiglich der Ausfihrungsform im Folgenden dargestellt. Wichtig ist, dass in der in den
Fig. 8A-C dargestellten Ausfuhrungsform das warmeerzeugende Element neben den biologischen Probenbe-
haltern angeordnet ist, wodurch, wie weiter unten erlautert werden wird, ein schnelleres Erwarmen und Kihlen
der biologischen Proben ermdglicht wird.

[0115] Wie in Kiurze klar werden wird, stellt das in den Fig. 8A-C dargestellte Gerat eine noch gréfiere Ver-
besserung gegeniber dem Stand der Technik im Hinblick auf die Schnelligkeit mit der der Temperaturwechsel
vollzogen werden kann dar, beispielsweise dauern 15 oder 30 Zyklen der DNS Vervielfaltigung nur noch 30,
15, 10 oder noch weniger Minuten. Dartber hinaus stellt das Gerat 100 eine bessere, als vorher mogliche,
Warmehomogenitat Gberall in den Proben bereit.

[0116] In Fig. 8A ist die allgemeine Konfiguration des Gehauses 102 der Ausflihrungsform gezeigt. Das Ge-
hause 102 ruht auf FiRen 104 (am besten in Fig. 8B zu sehen) und dient dazu, die anderen beschriebenen
Strukturelemente an ihrem Platz zu halten und die Strukturelemente, die heil3 werden, von ihrer umgebenden
Umgebung zu isolieren. In der in Fig. 8A gezeigten Ausfiihrungsform 100 sind Eingabetasten 25 und ein Mo-
nitor 26, wie vorher bei dem Gerat 10 beschrieben, enthalten. Die vorher beschriebenen Steuerstrukturelemen-
te kbnnen ohne weiteres modifiziert werden, oder als Muster fir eine Steuervorrichtung, die in der in den
Eig. 8A-C dargestellten Ausfuhrungsform benutzt werden kann, verwendet werden.

[0117] Wie am besten in der Querschnittsansicht von Fiq. 8B dargestellt, ist die Probenkammer durch eine
Klammer 106 bezeichnet. Ein Deckel 138, der durch ein Scharnier 131 mit dem Gehause 102 verbunden ist,
kann gedffnet werden, um den Zugang zu der Probenkammer 106 zu ermdglichen. Die Probenkammer 106
weist vorzugsweise eine zylindrische Form auf, kann aber jede andere Form oder GréRRe, die von der speziel-
len Anwendung gefordert wird, aufweisen.

[0118] Die Probenkammer 106 ist vorzugsweise mit einem schwarzen Schaummaterial 110 ausgekleidet,
dessen Oberflache lichtabsorbierende Eigenschaften aufweist, wobei aber der Grof3teil der Schaumdicke iso-
lierende Eigenschaften aufweist. Das schwarze Schaummaterial kann eines sein, das bereits im Stand der
Technik vorhanden ist, oder es ist eines, das aus einem Kunststoffmaterial hergestellt ist. Der Schaum ist vor-
zugsweise ein Material, das bereits durch die dartber streichende Luft gekuhlt wird, d. h. das Material weist
eine niedrige Warmeleitfahigkeit und eine porése Flache auf.

[0119] Die dunkle oder schwarze pordse Flache des Materials konvertiert die auf die Oberflache treffende
Strahlung kurzerer Wellenlange in langwellige Strahlung d. h. Warme, die in die Probenkammer abgestrahlt
wird.

[0120] Der Schaum 110 dient dazu, die Probenkammer thermisch gegentiber dem umgebenden Luftraum in
dem Gehduse zu isolieren, und auch dazu, das von der Lampe 112 emittierte Licht in Warmeenergie umzu-
wandeln. Der Schaum 110 kann auch an anderen Strukturelementen angeordnet sein. Beispielsweise kann
ein Material mit einer schwarzen, dunklen oder sonstigen nichtreflektierenden Oberflache, wie beispielsweise
einer dunnen Folie Polycarbonat mit einer schwarz gestrichenen Oberflache, an der Rickseite eines Isolier-
materials, wie beispielsweise Fiberglas oder ein Schaumstoffmaterial, angebracht sein. Die schwarze oder
dunkle Oberflache, die auf mehrere verschiedene Substanzen gestrichen sein kann, konvertiert kurzwellige
auftreffende Strahlung in Warmestrahlung, wahrend das Isoliermaterial die Probenkammer von der Umgebung
thermisch isoliert. Demnach kdénnen, entsprechend der bereitgestellten Lehre, Fachleute viele verschiedene
Materialien und Strukturen zum Auskleiden der Probenkammer verwendet.

[0121] Die Lampe 112 ist vorzugsweise eine 500 W Halogenlampe. Falls angemessene Steuervorrichtungen
verwendet werden, ist es auch mdglich, Lampen mit einer hdheren Leistung oder mehrere Lampen, wie bei-
spielsweise vier 500 W Halogenlampen, zu verwenden. Eine Lampenfassung 112A ist an dem Gehause 102
mittels einer Tragvorrichtung 1128 angebracht. Die Lampe 112 ist dazu fahig, die Probenkammer 106 schnell
und gleichmaRig auf die Solltemperatur zu erwdrmen. Andere Warmequellen, d. h. Infrarotstrahlung, wie bei-
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spielsweise durch das vorher beschrieben Nichrome-Drahtelement, kdnnen innerhalb des Umfangs der vorlie-
genden Erfindung genauso verwendet werden.

[0122] In Fig. 8B sind zwei dinnwandige, wie vorher beschriebene, Kapillarrdhrchen, dargestellt. Auch wenn
nur zwei dinnwandige Kapillarrdhrchen dargestellt sind, kann die Probenkammer 106 viele solcher Réhrchen
aufnehmen. Die dinnwandigen Kapillarréhrchen haben einige wichtige Vorteile gegeniiber den vorher be-
schriebenen Vorrichtungen, und dienen, zusammen mit der Probenkammer 106, als das gegenwartig bevor-
zugte Beispiel fur eine Vorrichtung zum Aufnehmen von biologischen Proben.

[0123] Es ist klar, dass viele andere Strukturen, die aquivalente oder ahnliche Funktionen haben, ebenfalls
verwendet werden kénnen. Die dinnwandigen Kapillarréhrchen 108 werden vorzugsweise so hinterlassen,
dass sie aus der Probenkammer durch Offnungen 140 hinaus ragen, um einen leichten Zugang zu ihnen zu
gewabhrleisten, aber sie kdnnen auch vollstandig in der Probenkammer 106 beinhaltet sein, wie es zahlreiche
Fluid enthaltende Strukturen sind, die fur bestimmte Anwendungen geeignet sind. Die vorteilhaften dinnwan-
digen Kapillarréhrchen haben eine Aufnahmefahigkeit von ungefahr 10 pl. Es ist selbstverstandlich, dass das
Volumen der Probe klein gehalten werden sollte, und die Oberflache der die Probe enthaltenden Struktur relativ
grof sein sollte, und dass sie zusammen eine relativ kleine thermisch wirksame Masse aufweisen. Es ist auch
vorteilhaft, dass die die Probe enthaltenden Strukturen Volumina irgendwo zwischen 1 pl bis 10.000 pl bein-
halten kénnen, aber den Fachleute ist klar, dass auch andere Probenvolumina innerhalb des Umfangs der vor-
liegenden Erfindung benutzt werden kénnen, sofern die unterschiedliche thermisch wirksame Masse der Struk-
tur berucksichtigt wird.

[0124] Die Lampe 112 und der Isolierschaum 110 stellen zusammen eine schnelle und gleichmaflige Erwar-
mung der in den dinnwandigen Kapillarréhrchen 108 enthaltenen Probe und der in der Probenkammer 106
beinhalteten Luft bereit. Ein Thermoelement 134 ist in der Probenkammer 106 angeordnet, um die Temperatur
in der Kammer zu messen und wird dazu verwendet, die Solltemperatur in der Kammer, wie vorher beschrie-
ben, aufrecht zu erhalten.

[0125] Das Thermoelement ist vorzugsweise eines das im Stand der Technik erhaltlich ist, dessen Thermal-
reaktion im Wesentlichen der Thermalreaktion der biologischen Probe und dem diese enthaltenden Behalter
entspricht. Solche Thermoelemente kénnen kommerziell von Bezugsquellen, wie beispielsweise den Idaho
Labs, die eine Reihe von Thermoelementen, die als Metallummantelte J-Typ-Thermoelemente bezeichnet wer-
de, herstellen, bezogen werden. Das Anpassen der Thermalreaktion des Thermoelements an die Thermalre-
aktion der biologische Probe und des Behalters kann vorzugsweise dadurch durchgefiihrt werden, dass ein
Mikrothermoelement, wie beispielsweise das im Stand der Technik bekannte von PhysiTemp beziehbare Ther-
moelement Model IT-23, in eine typische biologische Probe, die in dem gewahlten Behalter enthalten ist, ein-
gebracht wird, und die Probe und das Thermoelement einem Test mit den gleichen Temperaturanderungen un-
terzogen werden. Das getestete Thermoelement, oder einige AuRenkriterien, kénnen geandert werden, bis die
Thermalreaktion des Thermoelements an die Thermalreaktion der Probe und ihres Behalters angemessen an-
gepasst ist.

[0126] Die in der Eig. 8B dargestellte Anordnung stellt eine gleichmaRigere Erwarmung und Kithlung der Pro-
be als die friiher zur Verfligung stehenden Vorrichtungen bereit. In den friiher zur Verfligung stehenden Vor-
richtungen wurde der Warmetransfer Uber die gesamte Probe selbst durch Konvektion in der Probe durchge-
fuhrt. Die durch die Konvektion induzierte Bewegung innerhalb der Probe in egal welcher die Probe enthalten-
den Struktur wird durch die Temperaturgradienten oder -unterschiede in den im Allgemeinen kleinen biologi-
schen Proben (d. h. 10-100 pl) verursacht.

[0127] Die Auswirkung der Temperaturgradienten in der Probe macht sich starker bemerkbar und ist schwie-
riger zu kontrollieren, wenn sich die Zykluszeit fiir eine Probe verringert. Das Vorhandensein von ungleichen
Temperaturen innerhalb einer Probe, und speziell das sich Verlassen auf das Mischen durch Konvektion in der
Probe, auf das sich die Vorrichtungen aus dem Stand der Technik verlassen haben, verlangert im Allgemeinen
die Zykluszeit fir eine Probe und hat gerne schadliche Auswirkungen auf die biologische Probe. Das Gerat
100 ist dazu fahig, fur ein derartiges Erwarmen und Kuhlen zu sorgen, dass die Temperaturunterschiede in ei-
ner 10 ul Probe in einem Bereich nicht gréRer als +1°C ist, wahrend der gesamten Zeit der 30 Zyklen gehalten
werden kénnen.

[0128] Um fiir ein gleichmaBiges Erwarmen und Kiihlen zu sorgen, ist es vorteilhaft, dass die diinnwandigen

Kapillarréhrchen 108, zumindest irgendwie, gleichweit von der Warmequelle, beispielsweise der Lampe 112 in
Gerat 110, entfernt sind. Eig. 8C stellt schematisch eine Aufsicht auf die Lampe 112 und die mehreren dinn-
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wandigen Kapillarréhrchen 108, wie sie in dem in den Fig. 8A-B dargestellten Gerat 100 angeordnet sind, dar.

[0129] In der in Fig. 8C dargestellten Anordnung, sind die dinnwandigen Kapillarrohrchen 108, die am wei-
testen von der Lampe 112 entfernt sind (wie durch die Linie F angezeigt), vorteilhafterweise nicht mehr als im
wesentlichen 40%, und noch vorteilhafterweise nicht mehr als im wesentlichen 25%, weiter von der Lampe 112
entfernt sind als den Abstand zwischen der Lampe 112 und den dinnwandigen Kapillarréhrchen 108, die der
Lampe 112 (angezeigt durch die Linie N) am nachsten sind. Beispielsweise kann der durch die Linie N ange-
zeigt Abstand ungefahr 7,3 cm betragen, wahrend der durch die Linie F angezeigte Abstand ungefahr 8,5 cm
betragt.

[0130] Es sollte klar sein, dass die Anordnung der diinnwandigen Kapillarrohrchen 108 anders sein kann, als
in den Figuren dargestellt, beispielsweise kreis- oder halbkreisférmig. Aulerdem ist klar, dass sich der Punkt,
von dem der Abstand zwischen dem warmeerzeugenden Element und den Probenbehaltern gemessen wird,
andern kann, wenn sich die Art oder die GroRe des warmeerzeugenden Elements andert. Zum Beispiel kann
das warmeerzeugende Element mehrere Lampen oder mehrere elektrische Widerstandselemente umfassen,
die sich in Form und GréRe unterscheiden. In einigen Ausflihrungsbeispielen kann es auch wichtig werden,
den Abstand von der Kammerwand, an der die Probenbehalter angeordnet sind zu beriicksichtigen. In der dar-
gestellten Ausfiihrungsform dienen die Offnungen 140 (vgl. Fig. 8A) als Vorrichtung zum Halten der Proben-
behalter, es kann aber jeder andere Aufbau, der aquivalente Funktionen erfillt, gemaR vorliegender Erfindung
verwendet werden.

[0131] Das Gerat 100 kiihlt zudem die in den Kapillarréhrchen 108 enthaltenen Proben sehr schnell und
gleichmafig. Um die Probenkammer 106 zu kuhlen, wird Luft von auRerhalb des Gehduses durch ein unteres
Gehauseportal 114 mittels eines Ventilators 116 gezogen, wobei der Ventilator 114 mit einer von einem Motor
128 angetriebenen Motorwelle 122 verbunden ist. Da ein schnelles Kuhlen der Probenkammer erstrebenswert
ist, ist es vorteilhaft, dass, wie in Kirze erlautert werden wird, die Kombination aus Motor 128 und Ventilator
116 ein ausreichendes Luftvolumen in die Probenkammer 106 blasen und dann die Luft innerhalb der Proben-
kammer 106 verteilen kann. Innerhalb des Umfangs der vorliegenden Erfindung kénnen auch andere Anord-
nungen als der in Eig. 8B dargestellte Motor 118 und Ventilator 116 verwendet werden.

[0132] Die Verwendung von Luft als Warme ubertragendes Medium hat, im Gegensatz zu anderen Gasen
oder Flissigkeiten, den Vorteil, dass sie gunstig, relativ leicht zu beschaffen, und einfach mischbar ist und kei-
ne Verunreinigung verursacht. Im Fall der beschriebenen Ausfiihrungsbeispiele sorgt das grof3e Oberfla-
che-zu-Volumen-Verhaltnis der die Probe enthaltenden Kapillarréhrchen fir einen schnellen Warmeibertrag,
wobei Luft als Warme Ubertragendes Medium verwendet wird.

[0133] Wahrend des Kuhlabschnitts des Temperaturzyklus, zieht die Betatigung des Ventilators 116 Luft mit
Raumtemperatur in das Gehause 102. Eine Liftungsklappe 128, die durch ein Scharnier 129 befestigt ist, ist
vorgesehen. Die Liftungsklappe 128 wird automatisch mit Hilfe eines Solenoids 132 geéffnet, so dass das In-
nere des Gehauses 102 von dem oberen Gehauseportal 130 abgeriegelt ist. In einigen Ausfuhrungsbeispielen
ist vorteilhafterweise das Solenoid 132 durch einen wohlbekannten Schrittmotor ersetzt. Die Verwendung ei-
nes Schrittmotors ermoglicht es, die Luftungsklappe 128 genau und inkrementell entsprechend den Anforde-
rungen an das Warmen oder Kuhlen der Proben, zu 6ffnen und zu schlieen. Die Fachleute sind fahig einen
entsprechenden Steuermechanismus fir den Gebrauch eines Schrittmotors abzuleiten, wie beispielsweise
eine wohlbekannte SC-149 Schrittmotorsteuervorrichtung (erhaltlich bei Alpha Products), wobei die hier dar-
gelegten Informationen verwendet werden.

[0134] Bedingt durch die Anordnung des unteren Probenkammerportals 120, des gréfReren Querschnittsbe-
reichs und der Position des oberen Probenkammerportals 126, wird die Luft mit Umgebungstemperatur in der
Probenkammer 106 bewegt, darin verteilt und innerhalb der Kammer mit einem Fligel 124, der mit der Motor-
welle 122 verbunden ist, gemischt. Der Fligel 124 sollte sich mit einer relativ hohen Geschwindigkeit drehen,
beispielsweise schnell genug, um Luftgeschwindigkeiten von vorzugsweise ungefahr 250 m/min, besser von
ungefahr 500 m/min, und am besten von ungefahr 1000 m/min in der Probenkammer 106 zu erzeugen. Mit
dem sich sehr schnell drehenden Fligel 124, der ein Einzel- oder Mehrblattfliigel sein kann, wird die Luft in die
Probenkammer 106 bewegt, oder gezogen, und entlang des durch die gestrichelte Linie 136 gezeigten Wegs
aus der Probenkammer 106 geblasen. Die Drehung des Fligels unterstutzt auerdem die Vermischung der in
die Probenkammer 106 geleiteten Luft und stellt den effizientesten Warmeenergietransfer von der Flache der
dinnwandigen Kapillarréhrchen 108 an die durch die Probenkammer 106 geleitete Luft sicher. Es ist klar, dass
auch andere Aufbauten, als die hier dargestellten, die aquivalenten Funktionen ausfihren kénnen.
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[0135] Da das Solenoid 132 betatigt werden kann, um die Liftungsklappe 128 zu 6ffnen, wird die gesamte in
die Probenkammer 106 geleitete Luft mit Umgebungstemperatur durch das obere Probenkammerportal 126
und dann durch das obere Gehauseportal 130 ausgestolien, wobei sie die Warme der Probenkammer 106 in
die umgebende Atmosphare tragt. Das schnelle Mischen der Luft, die durch die Probenkammer 106 durch-
strdmt und sich in ihr verteilt, resultiert in einem schnellen und gleichmafigen Kuhlen der Proben.

Beispiel 2

[0136] Fig. 9A zeigt die Ergebnisse von vier verschiedenen Temperatur-Zeit-Profilen (A-D) und deren resul-
tierende Vervielfaltigungsprodukte nach 30 Zyklen (A-D). Die Profile A und B in Fig. 9A wurden durch die Ver-
wendung einer heizblockartigen Vorrichtung gemaR dem Stand der Technik gewonnen, wobei die Mikrozentri-
fugenréhrchen aus dem Stand der Technik benutzt wurden. Wie in Fig. 9A zu sehen ist, sind die Ubergange
zwischen den Temperaturen langsam, und viele nichtspezifische Bande sind in den Profilen A und B gegen-
wartig. Profil B zeigt eine Verbesserung, da (im Gegensatz zu Profil A) einige nichtspezifische Banden dadurch
eliminiert wurden, dass die Zeit, die jede Probe auf jeder Temperatur bleibt, limitiert wurde, wodurch wieder
gezeigt wurde, dass kirzere Zeiten erstrebenswertere Resultate liefern.

[0137] Die Profile C und D wurden mittels des in den Fig. 8A-B gezeigten Gerats erzeugt. Wie in Fig. 9A zu
sehen ist, ist die Vervielfaltigung spezifisch und auch wenn die Ausbeute in Profil C (60 Sekunden Verlange-
rungszeit) maximal ist, ist sie auch noch, insgesamt betrachtete, annehmbar in Profil D (10 Sekunden Verlan-
gerungszeit).

[0138] Die optimalen Zeiten und Temperaturen fir ein 536 bp Fragment von -Globin der menschlichen Ge-
nom-DNS wurden ebenfalls bestimmt. Die Vervielfaltigungsausbeute und die Produktspezifizitdt waren opti-
mal, wenn die Denaturierung (93°C) und die Anlagerung (55°C) weniger als 1 Sekunde gedauert haben. Lan-
gere Denaturierungs- oder Anlagerungszeiten ergeben keine Vorteile. Die Ausbeute steigt mit langeren Ver-
langerungszeiten (77°C), aber es gibt wenig Veranderung bei langeren Verlangerungszeiten als 10 bis 20 Se-
kunden. Diese unerwarteten Ergebnisse zeigen, dass die bis jetzt zur Verfiigung stehenden Vorrichtungen fir
die DNS Vervielfaltigung die Bedingungen, die fur eine Optimierung der physikalischen und enzymatischen Er-
fordernisse der Reaktion nétig sind, nicht maximiert wurden.

[0139] Weitere Information kdnnen erhaltern werden aus: Wittwer, Carl T., Marshall, Bruce C., Reed, Gudrun
B. und Cherry, Joshua L., "Rapid Cycle Allele-Specific Amplification with Cystic Fibrosis AF,,, Locus", 39 Cli-
nical Chemistry 804 (1993), und Wittwer, Carl T., Reed, Gudrun H., and Rire, Kirk M., "Rapid DNS Amplificati-
on", The Poymerase Chain Reaktion 174 (1994).

[0140] Aus derin Fig. 9A bereitgestellten Information ist ersichtlich, dass die Ausflihrungsform der vorliegen-
den Erfindung die darin angeordneten Proben einem schnellen zyklischen Temperaturwechsel unterzieht, wo-
bei die Temperatur der Probe mit einer Geschwindigkeit, die vorzugsweise mindestens 0,5°C/s grof} ist, erhdht
oder erniedrigt wird. Im Fall der vorliegenden Erfindung, die eine Polymerasekettenreaktion ausfihrt, wird die
Temperaturanderung vorzugsweise in einem ungefahren Bereich von 30°C bis 50°C ausgeflihrt. Es ist vorteil-
haft, dass der zyklische Temperaturwechsel schnell genug ausgefiihrt wird, um zumindest 30 Zyklen in 40 Mi-
nuten, oder noch vorteilhafter 30 Zyklen in 20 Minuten, oder am vorteilhaftesten 30 Zyklen in 10 Minuten zu
komplettieren.

[0141] Das Gerat 100 erhoht oder erniedrigt vorteilhafterweise die Temperatur der Probe mit einer Geschwin-
digkeit von mindestens 1,0°C/s, noch vorteilhafter mit einer Geschwindigkeit von mindestens 4,0°C/s, und am
vorteilhaftesten mit einer Geschwindigkeit von 10,0°C/s. Problematischerweise muss die biologische Probe,
und nicht nur das Umgebungsmedium und/oder der Probenbehalter, die spezifische Temperaturanderung aus-
fuhren. Die friher zur Verfligung stehenden Vorrichtungen, die zudem den Nachteil haben, dass sie nicht fahig
sind, die Temperaturwechsel so schnell wie die vorliegende Erfindung durchzufiihren, erkannten das Problem
des schnellen und gleichmafigen zyklischen Temperaturwechsels der Probe, und nicht nur des Temperatur-
wechsels des umgebenden Mediums und Behalters, nicht.

[0142] Unter Bezugnahme auf das Diagramm von Fig. 9B kann das Verfahren der vorliegenden Erfindung
erstrebenswerterweise einen Temperaturzyklus mit einer Geschwindigkeit von mindestens 10°C/s erreichen,
noch vorteilhafter mit einer Geschwindigkeit von 20°C/s, Uber einen Temperaturbereich von ungefahr 20°C,
noch vorteilhafterweise Uber einen Temperaturbereich von ungefahr 30°C, und am vorteilhaftesten tber einen
Temperaturbereich von ungefahr 40°C. Fig. 9B zeigt die Temperatur der biologischen Probe in °C, nicht nur
der Umgebungstemperatur oder des Behalters, wahrend die biologische Probe dem Temperaturzyklus unter-
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zogen wird. Fig. 9B zeigt eine PCR Probe, die bei 74°C beginnt und fir 2 Sekunden auf die Denaturierungs-
temperatur, angezeigt durch D, von ungefahr 92°C erwarmt wird. Die Probe wird dann fir 2 Sekunden auf eine
Anlagerungstemperatur, angezeigt durch A, von ungefahr 55°C abgekiihlt. Der Ubergang zwischen der Dena-
turierungstemperatur und der Anlagerungstemperatur umfasst einen Bereich von 37°C in unter 4 Sekunden,
was eine Geschwindigkeit von 10°C/s darstellt. Die Probe wird dann fiir 5 Sekunden auf eine Verlangerungs-
temperatur von 74°C erwarmt, wie durch E in der Fig. 9B angezeigt ist. Das zyklische Durchlaufen der Proben
von Denaturierungs-, Anlagerungs-, und Verlangerungstemperatur wird 30 mal oder so oft wie gewlinscht wie-
derholt.

[0143] Die Fig. 9C-G zeigen Beispielszyklen anderer bevorzugter Temperatur-Zeit-Profile. Es ist fur die
Fachleute klar, dass die dargestellten Temperatur-Zeit-Profile verandert werden kénnen, um spezielle Prozes-
se gemal der vorliegenden Erfindung auszufiuhren. Die Fachleute verstehen auf3erdem, dass die friher zur
Verfligung stehenden Vorrichtungen und Verfahren, wie die Vorrichtung, die Uber einen Festkdrper oder eine
Flissigkeit Warme zu oder von der Probe leitet, die hier dargestellten resultierenden Temperatur-Zeit-Profile
nicht bereitstellen kdnnen. Darliber hinaus werden von den friher zur Verfigung stehenden Vorrichtungen und
Verfahren die hier vorgestellten Temperatur-Zeit-Profile weder vorgeschlagen noch gelehrt. Des weiteren ist
verstandlich, dass die friher zur Verfiigung stehenden Vorrichtungen und Verfahren, die die Luft als Transfer-
medium verwenden, beispielsweise die friiher zur Verfiigung stehenden Chromatographiedfen, die hier be-
schriebenen und bei der praktischen Durchfiihrung der vorliegenden Erfindung erhaltenen Tempera-
tur-Zeit-Profile weder bereitstellen kénnen, noch diese vorschlagen oder lehren.

[0144] Um die kiirzeste Temperaturzykluszeit bereitzustellen, ist es vorteilhaft, dass die Lampe (mit 112 in den
Fig. 8A und Fig. 8B bezeichnet) eine Leistung von 2000 Watt aufweist, oder mehrer Lampen vorgesehen sind,
die eine ahnliche Ausgangsleistung bereitstellen. Es ist aullerdem bevorzugt, einen Temperaturgefalle-Steu-
erschaltkreis vorzusehen, der in Fig. 10 in Verbindung mit einem A-Bus-Steuerungs-/Aufnahmesystem darge-
stellt ist, wobei ein 8052 micro controller board mit einer Uhr und einem Hochsprachen-Programm-Interpreter,
erhaltlich von Alpha Products (Modell Nr. SP-127), Darian, Connecticut, verwendet wird. Ein beispielhafter Pro-
grammcode, der in Verbindung mit dem beschriebenen Microcontroller verwendet wird, ist im Programmcode-
anhang A beinhaltet, der beiliegt und Teil der Anmeldung ist. Der in Anhang A vorgestellte Programmcode ist
eine BASIC52 Datei zum seriellen Herunterladen in einen Microcontroller und stellt eine beispielhafte Tempe-
raturverlaufsteuerung wahrend des Temperaturzyklus bereit. Die Verwendung einer 2000 Watt warmeerzeu-
genden Vorrichtung und die beschriebenen Steueraufbauten ermdglichen Temperaturzyklusgeschwindigkei-
ten von 20°C/s, was erstrebenswerterweise erreicht wird.

[0145] Die bevorzugte Anordnung fir den in der Fig. 10 dargestellten Temperaturgefalle-Steuerschaltkreis
wird erlautert werden, wobei klar ist, dass die nicht explizit in Fig. 10 dargestellten zusatzlich nétigen Kompo-
nenten ohne Weiteres von den Fachleuten bereitgestellt werden kénnen.

[0146] Der in Eig. 10 dargestellte Temperaturgefalle-Steuerschaltkreis beinhaltet ein Thermoelement 200,
das, wie vorher beschrieben, an die Probentemperaturreaktion angepasst wurde. Das Thermoelement 200 ist
mit einem integrierten Schaltkreis 206 verbunden, der vorteilhafterweise einer der bekannten aus dem Stand
der Technik, wie beispielsweise ein AD595, ist, dessen Ausgang zu einem Tiefpassfilter vierter Ordnung 208
mit einer Grenzfrequenz von 100 Hz und zu einem 12 bit Analog/Digital-Konverter 210, dessen Ausgang dazu
benutzt wird, eine digitale Darstellung der Temperatur bereitzustellen, fihrt.

[0147] Der Ausgang des Schaltkreises 206 ist auBerdem zu einem Gefalle-Messschaltkreis geleitet. Der Ge-
falle-Messschaltkreis 212 beinhaltet vorzugsweise einen 353-Operationsverstarker 218, ein 100 kQ Potentio-
meter 214, ein 1 MQ Potentiometer 230 und einen 22 uF Kondensator. Der Gefalle-Messschaltkreis 212 gibt
ein Signal an den invertierenden Eingang eines 353-Operationsverstarkers 246 aus.

[0148] Ein Gefalle-Festlegschaltkreis 222 beinhaltet einen Digital/Analog Konverter 226 zum Festlegen eines
positiven Gefalles und einen Digital/Analog Konverter 224 zum Festlegen eines negativen Gefélles. Die Digi-
tal/Analog Konverter 224 und 226 sind vorzugsweise 8-bit Digital/Analog Konverter, die im Stand der Technik
mit DA147 bezeichnet werden. Der Gefalle-Festlegschaltkreis kann vorzugsweise Anweisungen von anderen
digitalen Vorrichtungen (nicht in Fig. 19 dargestellt), wie beispielsweise einem PC empfangen. Die Ausgabe
des Gefalle-Festlegschaltkreises 228 ist mit einem Summier-Schaltkreis 240 verbunden.

[0149] Der Summier-Schaltkreis 240 beinhaltet vorzugsweise 100 kQ Widerstande 236, 238 und 244 und ei-

nen 353-Operationsverstarker 242. Die Ausgabe des Summier-Schaltkreises 240 wird in den nicht-invertieren-
den Eingang des Operationsverstarkers 246 geleitet und stellt das Sollgefalle fir die Temperaturanderung dar.

16/133



DE 697 38 605 T2 2009.04.30

Die Ausgabe des Operationsverstarkers 246 wird an einem Transistor 248 bereitgestellt, der einen Ener-
gie-An/Ausschalt-Schaltkreis 262 umfasst.

[0150] Der Energie-An/Ausschalt-Schaltkreis 262 beinhaltet ein 5 VDC Netzteil, das einen Strom an dem
Transistor 248 bereitstellt. Der Transistor 248 weist einen mit einem 3010-Schaltkreis 254 mit Hilfe eines Wi-
derstands 252, vorzugsweise einem 300 Q Widerstand, verbundenen Emitter auf. Der 3010-Schaltkreis 254
beinhaltet einen Ausgang, der in Reihe mit einem Widerstand 256, der vorzugsweise ein 180 Q Widerstand ist,
verbunden ist. Ein Zweiwegethyristor 258 wird vorzugsweise dazu benutzt, den der Lampe 262 oder einer an-
deren warmeerzeugenden Vorrichtung von einer Gleichstromquelle 260 gelieferten Strom, zu steuern.

[0151] Der in Fig. 10 dargestellte Temperaturgefalle-Steuerschaltkreis, gemeinsam mit den anderen be-
schriebenen Systemkomponenten, stellt einen zyklischen Temperaturwechsel von biologische Proben von
20°C/s uber einen Temperaturbereich von 30°C, und noch vorteilhafter Gber einen Bereich von 40°C, bereit,
wobei die Homogenitat tber die gesamte biologische Probe aufrechterhalten wird.

[0152] Es ist verstandlich, dass die hierin beschriebenen Systeme auf einfache Weise fiir viele verschiedene
Anwendungen verwendet werden kénnen, einschlieBlich: einem Polymerase-Kettenreaktionsprozess, einem
zyklischen Sequentieren und anderen Verstarkungsprotokollen wie der Ligase-Kettenreaktion. Die vorliegende
Erfindung stellt auch auf vorteilhafte Weise eine Vorrichtung flir eine genaue Steuerung der Temperatur von
Proben, die sich in der Probenkammer befinden, und zum schnellen und genauen Variieren der Temperatur
der Proben, die sich in einer Kammer befinden, gemaf einem vorbestimmten Temperatur-gegenuber-Zeit-Pro-
fil zur Verfuigung.

[0153] Wie vorher gezeigt, und im Gegensatz zu den Lehren des Stands der Technik, kann die Polymerase-
kettenreaktion schnell durchgefiihrt werden. Mit Hilfe der hierin beschriebenen Verfahren und Geraten kann
die nétige Anzahl der Temperaturzyklen in weniger Zeit durchgefiihrt werden, beispielsweise in 15 Minuten, als
mit den Vorrichtungen aus dem Stand der Technik méglich ist. Durch Minimierung der Denaturierungs- und An-
lagerungszeiten werden zudem die Spezifizitdt und Ausbeute der schnell zyklisch durchlaufenen Vervielfalti-
gung in einem bisher nicht méglichen Mal} verbessert. Dartber hinaus, zuséatzlich zu der vereinfachten schnel-
len Warmeulbertragung, ermoglicht, gemaf der vorliegenden Erfindung, die Verwendung von optisch klaren
Probenbehaltern, wie beispielsweise klaren Kapillarréhrchen, eine kontinuierliche Fluoreszenziiberwachung
der DNS Vervielfaltigung.

[0154] Fig. 10A zeigt graphisch die Auswirkung der Temperaturiibergangsgeschwindigkeiten auf die PCR
Spezifizitdt und die Ausbeute unter Verwendung einer Vorrichtung der vorliegenden Erfindung. Die Ergebnis
aus Fig. 10A wurden mit Hilfe eines 536 bp Fragments des (-Globin Gens erhalten, das aus 50 ng der
menschlichen Genom-DNS mit 50 mM Tris, pH 8,3, 2 mM MgCl,, 50 pg/ml Serumalbumin vom Rind, 0,5 pM
von jedem Primer, 0,2 mM von jeder dNTP, und 0,4 U native Tag DNS Polymerase in einer 10 pl Reaktions-
flissigkeit. Die menschlichen B-Globin Primer RS42 und KM 29 (536 Basenpaare) werden beschrieben in: C
T. Wittwer, G. C. Fillmore and D. R. Hillyard "Automated Polymerase Chain Reaktion in Capillar Tubes with Hot
Air" Nucl. Acid Res. 17: 4353-4357. Die Temperaturzyklusparameter waren 94°C fir 0 Sekunden, 55°C fir 0
Sekunden, und 72°C fiur 10 Sekunden. 35 Vervielfaltigungszyklen wurden mit den angegebenen Geschwindig-
keiten zwischen allen Temperaturen durchgefiihrt. Die Proben wurden danach einer Elektrophorese auf einem
1,5%-igen Agarosegel unterzogen und mit 0,5 yg/ml Ethidiumbromid eingefarbt. Spezifizitdt und Ausbeute ver-
ringerten sich, wenn sich die Temperaturiibergangsgeschwindigkeiten verringerten.

[0155] Fluoreszenzsonden kdnnen verwendet werden, um die DNS Vervielfaltigung zu detektieren und zu
Uberwachen. Wie den Fachleuten bekannt ist, beinhalten nitzliche Sonden Doppelstrang-DNS-spezifische
Farbstoffe und sequenzspezifische Sonden. Mit dem interkalierten Ethidiumbromid steigt die UV-angeregte
rote Fluoreszenz nach der Vervielfaltigung an. Wahrend Mikrozentrifugenréhrchen als Probenbehalter fir die
DNS Vervielfaltigung verwendet wurden, wurden in den hier beschriebenen Ausfihrungsformen der vorliegen-
den Erfindung vorteilhafterweise Probenbehalter mit vielen Struktureigenschaften benutzt, die hier als Kapil-
larréhrchen bezeichnet werden.

[0156] Die Verwendung der hier beschriebenen Probenbehalter ermdglicht die Fluoreszenzdetektion, wah-
rend die Probe in dem Behalter enthalten ist, wie in Kirze vollstandiger erklart werden wird. Fir die Fachleute
ist klar, dass mehrere unterschiedliche Arten der Fluoreszenzdetektion der DNS-Vervielfaltigung, die zum jet-
zigen Zeitpunkt zur Verfigung stehen, verwendbar sind. Beispielsweise ist ohne weiteres eine sequenzspezi-
fische Fluoreszenzdetektion mdglich, wobei die vorliegende Erfindung und oligonukleotide Hybridisierungs-
sonden verwendet werden. Als weiteres Beispiel kdnnen die dualmarkierte Fluorescein/Rhodamin Sonden
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wahrend der Polymeraseverlangerung durch die 5'-exonuklease Aktivitat geschnitten werden, wobei die Fluo-
rophore separiert werden und die Fluorescein/Rhodamin Fluoreszenzrate ansteigt.

[0157] Beim Verwenden der im Folgenden beschriebenen Ausflihrungsbeispielen der vorliegenden Erfindung
kann die Fluoreszenz nachdem der Temperaturzyklus komplettiert ist, einmal pro Zyklus als eine Uberwachung
der Produktakkumulation, zwei- oder mehrmals wahrend eines Temperaturiibergangs, oder kontinuierlich in je-
dem Zyklus gemessen werden. Im Gegensatz zu der vorliegenden Erfindung durchlaufen die friiher zur Verfi-
gung stehenden Verfahren den Zyklus relativ langsam und lehrten weder die Aufnahme noch die Analyse von
Fluoreszenz wahrend der Temperaturanderungen.

[0158] Die vorliegende Erfindung erlaubt eine Zyklus-fir-Zyklus Uberwachung der Vervielfaltigung der Kopi-
enzahl der Anfangsvorlage. Um eine solche Zyklus-fiir-Zyklus Uberwachung auszufiihren, wird die Fluores-
zenz wahrend der Verlangerungs- oder der kombinierten Verlangerungs-/Anlagerungsphase in jedem Zyklus
aufgenommen und mit der Produktkonzentration in Relation gesetzt. Beispielsweise ist eine quantitative Rei-
henuntersuchung der Hepatitis C RNA unter Verwendung des interkalierenden YO-PRO-1™ im Stand der
Technik bekannt und kann in Verbindung mit vorliegender Erfindung verwendet werden. Fur weitere Informa-
tion vgl.: Ishiguro, T., J. Saitch, H. Yawata, H. Yamagishi, S. lwasaki, and Y. Mitoma, 1995, "Homogenous quan-
titative assay of hepatitis C virus RNA by polymerase chain reaction in the presence of a fluorescent intercala-
ter", Anal. Biochem. 229: 207-213. Vor der vorliegenden Erfindung wurde eine kontinuierliche Fluoreszenzi-
berwachung in jedem Zyklus wahrend den Temperaturiibergéngen nicht versucht.

[0159] Eine hierin offenbarte Ausflihrungsform ist ein schneller zyklischer Temperaturwechsler mit integrierter
2-Farbenfluoreszenzoptik zur Bereitstellung einer kontinuierlichen Fluoreszenziberwachung. Wie im Folgen-
den vollstandiger diskutiert werden wird, werden hier unterschiedliche vorteilhafte Fluoreszenztechniken zum
Uberwachen der DNS Vervielféltigung bereitgestellt. Die Fachleute sind mit der Verwendung von Ethidiumbro-
mid in den Fluoreszenztechniken vertraut, die gemaf der vorliegenden Erfindung verwendet werden kénnen.
In einer weiter unten beschriebenen derzeit bevorzugten Ausfiihrungsform, wird bevorzugt SYBR® Green |,
das im Stand der Technik wohlbekannt ist und von Molecular Probes, Eugene, Oregon, bezogen werden kann,
als Doppelstrang-spezifischer Farbstoff verwendet.

[0160] In einer derzeit bevorzugten Ausfihrungsform werden Zeit, Temperatur, und Fluoreszenz alle 200 ms
wahrend der Vervielfaltigungsreaktion aufgenommen. Beim regelmaRigen Aufnehmen der Daten wahrend der
Reaktion, deckt die Datenaufnahme feine Details der Produktdenaturierung, -wiederanlagerung, und -verlan-
gerung auf, die mit friher zur Verfiigung stehenden Geraten und Verfahren nicht zuganglich waren.

[0161] Wie von den Fachleuten verstanden werden wird, ist die einmal-pro-Zyklus Uberwachung von mehre-
ren Proben, die einer DNS Vervielfaltigung unterzogen werden, ein leistungsfahiges quantitatives Werkzeug.
Wichtigerweise kann, wie sich durch das Verstandnis dieser Offenlegung zeigt, die kontinuierliche Uberwa-
chung in einem Zyklus die Natur der Sondenfluoreszenz identifizieren, wodurch Einblicke in die DNS Verviel-
faltigungsmechanik, die friiher im Stand der Technik nicht zur Verfigung standen, Zugang zu PCR Produkten,
und Sondenschmelzkurven bereitgestellt werden, um die Vervielfaltigungsprodukte und Mutationen zu identi-
fizieren.

[0162] Unter Bezugnahme auf die Eig. 11 ist eine schematische Ansicht eines vorteilhaften Temperaturwech-
sels mit Fluoreszenzdetektion, der im allgemeinen mit dem Bezugszeichen 300 versehen ist, bereitgestellt.
Eine HeiRluftgeblasequelle 302 ist vorzugsweise vorgesehen. Die Heillluftgeblasequelle 302 ist vorzugsweise
eine kommerziell erhaltliche Vorrichtung mit einer 1600 W Heizwendel und einem Ventilator. Eine Kaltluftge-
blasequelle 304 ist ebenfalls vorteilhafterweise vorgesehen. Die Kaltluftgeblasequelle 304 ist vorzugsweise ein
Spaltpolgeblase mit 2200 Umdrehungen/min, das von Dayton, Niles, lllinois, Modell Nr. 4C006B, bezogen wer-
den kann. Es ist vorteilhaft, dass die Kaltluftgeblasequelle 304 Luft mit Raumtemperatur bereitstellt, aber es
liegt auch im Schutzbereich der Erfindung, dass eine Vorrichtung verwendet wird, die ein Fluid bereitstellt, das
eine niedrigere Temperatur als die Raumlufttemperatur aufweist.

[0163] In dem Ausfihrungsbeispiel von Fig. 11 verbinden Kanale 306 und 308 die Heilluftgeblasequelle 302
bzw. die Kaltluftgeblasequelle 304 mit der Probenkammer 310. Die Kanéle 306 und 308 sind vorzugsweise ge-
riffelte schwarze Nylonréhren mit einem Durchmesser von 2,5 cm. Der Kanal 306 ist iber den Anschluss 306A
mit der Probenkammer 310 verbunden und der Kanal 308 ist Gber den Anschluss 308A mit der Probenkammer
310 verbunden. Ein Bellftungs- (312) und ein AusstoRR-(314)Ventilator dienen dazu, Luft aus der Probenkam-
mer 310 zu bewegen. Daruber hinaus ist eine Vorrichtung zum Abschotten des Inneren der Probenkammer
310 vom Umgebungslicht integral mit der Probenkammer 310 vorgesehen.
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[0164] Die Temperatur der Proben in der Probenkammer 310 wird vorzugsweise von einem réhrenférmigen,
Metall ummantelten Thermoelement, das von Idaho Technology, Idaho Falls, Idaho, Modell Nr. 1844, bezogen
werden kann, tUberwacht, das an die Temperaturreaktion der in den bevorzugten Probenbehaltern wie bei-
spielsweise Kapillarréhrchen enthaltenen Proben angepasst ist. Wichtig ist, dass die Temperaturhomogenitat
in der Probenkammer 310 durch das Vermischen der Luft in der Probenkammer 310 erreicht wird. Es ist vor-
teilhaft, dass ein solches Mischen der Luft in der Probenkammer 310 durch einen zentralen Probenkammer-
ventilator 318 durchgefihrt wird. Der Probenkammerventilator 318 beinhaltet vorzugsweise einen 1,7 x 11 cm
grofRen Ventilatorfliigel, der bei Idaho Technology, Modell Nr. 1862, erhaltlich ist, und einen Motor, der auch bei
Idaho Technology, Modell Nr. 1861, erhaltlich ist, und erzeugt eine Luftgeschwindigkeit von mindestens 800 bis
1000 m/min in der Probenkammer 310. Solche schnellen Luftgeschwindigkeiten missen nicht in allen Anwen-
dungsbereichen der vorliegenden Erfindung nétig sein, aber schnelle Luftgeschwindigkeiten fordern ein inten-
sives Mischen und die Temperaturhomogenitat in der Probenkammer 310.

[0165] In der Probenkammer 310 sind mehrere Proben in Kapillarrdhrchen enthalten, von denen einige mit
320 bezeichnet sind, und in vertikaler Ausrichtung in einem drehbaren Karussell 322 platziert sind. Das Karus-
sell 322 hat vorzugsweise 14 cm im Durchmesser und wird durch einen Schrittmotor, der durch ein Mikroschritt-
antriebsmodul 326 gesteuert wird, mit 400 Schritt pro Umdrehung gedreht. Der Schrittmotor 324 ist vorzugs-
weise einer, der von New England Affiliated Technologies, Lawrence, Massachusetts, unter der Modell Nr.
2198364 bezogen werden kann, und das Mikroschrittantriebsmodul 326 ist vorzugsweise eines, das ebenfalls
von New England Affiliated Technologies, Lawrence, Massachusetts, unter der Modell Nr. MDM7 micro step-
ping drive module bezogen werden kann, das 12.800 Schritte pro Rotation des Karussells 322 bereitstellt.

[0166] Immer noch unter Bezugnahme auf die Fig. 11, wird eine Fluoreszenz-Anregungsquelle 328 bereitge-
stellt. Eine bevorzugte Anordnung fir den Anregungsweg gemafl der vorliegenden Erfindung wird jetzt be-
schrieben werden, wobei eine bevorzugte Anordnung fiir den erfindungsgemafen Auffangweg danach be-
schrieben werden wird. Die Fluoreszenz-Anregungsquelle 328 beinhaltet vorteilhafterweise eine 75 W Xenon
Lichtbogenquelle 328A, die mit einem elliptischen Reflektor 328B fokussiert wird. Die Xenon Lichtbogenquelle
328 mit einem /2,5 elliptischen Reflektor 328B ist vorzugsweise bei Photon Technology Internation, South
Brunswick, New Jersey, unter der Modell Nr. A1010 erhaltlich. Das Energienetzteil und andere erforderliche
Komponenten, um die Fluoreszenz-Anregungsquelle 328 zu betreiben, sind im Stand der Technik wohlbe-
kannt. Alternativ kann eine lichtemittierende Diode als Fluoreszenz-Anregungsquelle verwendet werden. Die
Fachleute werden verstehen, dass viele verschiedene Anregungsquellen im Rahmen des Schutzbereichs der
vorliegenden Erfindung verwendet werden kdnnen.

[0167] Die Strahlung, die von der Fluoreszenz-Anregungsquelle 328 emittiert wird, wird mit einer justierbaren
Iris 334, wie beispielsweise in der Industrie bei Rolyn, Covina, Californien, Modell Nr. 75.0125 erhéltlich ist, auf
ungefahr 2 mm fokussiert. Das von der Fluoreszenz-Anregungsquelle 328 emittierte Licht fallt auf einen kalten
Spiegel 330, der vorzugsweise bei Rolyn unter der Modell Nr. 60.440 erhaltlich ist, und fiihrt dann durch ein
Warme absorbierendes Glas 332, das vorzugsweise auch eines von Rolyn unter der Modell Nr. 65.3130 er-
haltliches ist. Nach der Kollimation durch eine plankonvexe Linse 336, die vorzugsweise bei Rolyn unter der
Modell Nr. 10.0260 erhaltlich ist, einen 450-490 nm Bandpass-Interferenzfilter 338, der vorzugsweise bei
Omega Optical, Brattleboro, Vermont unter der Modell Nr. 470RDF40 erhaltlich ist, eine fokussierende plan-
konvexe Linse 340, die vorzugsweise bei Rolyn unter der Modell Nr. 10.0260 erhaltlich ist, und ein 1 mm Sili-
ziumdioxidfenster 342, um eine Kondensation auf den gerade beschriebenen optischen Komponenten wah-
rend des Temperaturwechsels zu verhindern, wird ein 5-7 mm grof3er Bereich eines der Kapillarrohrchen 320A
illuminiert, wobei der beschrieben Anregungsweg benutzt wird.

[0168] Unter weiterer Bezugnahme auf die Fig. 11 wird als nachstes der Auffangweg zum Auffangen der von
der Probe 320A emittierten Fluoreszenz beschrieben. Die Optik des Auffangwegs beinhaltet ein 1 mm dickes
Fenster aus Siliziumdioxid, das in dem optischen Weg angeordnet ist, um die Kondensation auf den anderen
optischen Komponenten zu verhindern. Zwei einander gegenuberliegende aspharische Linsen 346A und B,
die vorzugsweise bei Rolyn unter der Modell Nr. 17.1175 erhéltlich sind, dienen dazu, die emittierte Fluores-
zenz auf einen 2 x 10 mm grof3en Spalt 348 zu fokussieren. Der Spalt 348 kann vorzugsweise durch das
Schneiden eines ausgestellten Rontgenstrahlenfiims hergestellt werden und der Spalt 348 dient als raumlicher
Filter. Nach dem Spalt 348 (der als raumlicher Filter wirkt) wird die emittierte Fluoreszenz auf eine elektroni-
sche 35 mm Blende 350 gefiihrt, die mittels einer elektronischen Blendensteuervorrichtung 352 betatigt wird.
Die elektronische 35 mm Blende ist vorzugsweise ein Uniblitz Blendenmodell Nr. VS35 und die elektronische
Blendensteuervorrichtung 352 ist vorzugsweise ein Treiber mit der Modell Nr. D122, die beide von Vincent As-
sociates, Rochester, New York, bezogen werden kdnnen, Darlber hinaus ist auch eine aspharische Sammel-
linse 354, die vorzugsweise bei Rolyn unter der Modell Nr. 17.1175 erhaltlich ist, vorgesehen.
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[0169] Ein Filter 356 ist auch dann beinhaltet, wenn eine Detektion einer Emission von SYBR® Green | ge-
winscht ist. Der Filter 256 ist vorzugsweise ein 520-580 nm Bandpassfilter, der bei Omega unter der Modell
Nr. 550RDF60 erhaltlich ist, der vorzugsweise fir eine Aufnahme einer einzelnen Wellenlange verwendet wird.
Fir die Detektion anderer Emissionen, kann beispielsweise eine Kombination eines dichroitischen Filters 358
und der Wellenléangenfilter 358A und 358B verwendet werden. Zum Beispiel besteht der dichroitische Filter
358 fir die Separation der Fluorescein- und Rhodaminemission aus einem 560 nm dichroitischen Filter, der
vorzugsweise von Omega unter der Modell Nr. 560 DRLP erhaltlich ist, einem 520-550 nm Bandpassfilter
(358A) fir die Detektion von Fluorescein, der von Omega unter der Modell Nr. 535DF30 erhaltlich ist, und ei-
nem 580-620 nm Bandpassfilter (5638B) fiir die Detektion von Rhodamin, der von Omega unter der Modell Nr.
600DF40 erhaltlich ist. Fiir die Separation von Fluorescein- und Cy5™-Emissionen ist der dichroitische Filter
358 vorzugsweise ein 590 nm dichroitischer Filter, der von Omega unter der Modell Nr. 590DRLP erhaltlich ist,
und die Filter 358A und B bestehen vorzugsweise aus einem 520-550 nm Bandpassfilter (358A) furr die De-
tektion von Fluorescein, der von Omega unter der Modell Nr. 535DF30 erhaltlich ist, und einem 660-680 nm
Bandpassfilter (358B) fiir die Detektion von Cy5™, der von Omega unter der Modell Nr. 670DF20 erhaltlich ist.
Den Fachleuten erschlief3t sich problemlos, dass die Verwendung anderer Komponenten einfach implemen-
tiert werden kann, wobei die hier dargelegten Informationen benutzt werden kénnen, um andere Fluores-
zenzwellenlangen aufzufangen.

[0170] Immer noch wird auf die Fig. 11 Bezug genommen, wobei die emittierte Fluoreszenz, nachdem sie den
Filtern 358A und 358B unterzogen wurde, durch zwei plankonvexe Linsen 360A und 360B, die vorzugsweise
bei Edmund, Barrington, New Jersey, unter der Modell Nr. 32970 erhaltlich sind, auf zwei Photomultiplierréhren
362A bzw. 362B fokussiert wird. Die Photomultiplierrdhren ("PMT") 362A und 362A sind vorzugsweise bei Ha-
mamatsu, Middlesex, New Jersey, unter der Modell Nr. R928 erhaltlich, und sind jeweils von einem geeigneten
Gehause mit einer entsprechenden Schaltkreistechnik mit analogen Aufnahmefahigkeiten umschlossen, das
vorzugsweise von Photon Technology International unter der Modell Nr. 714 erhaltlich ist. Ein PMT- und Da-
ten-Aufnahmesteuermodul 364 ist aulRerdem vorteilhafterweise vorgesehen. Manuelle aus dem Stand der
Technik bekannte PMT Blenden 366A und 366B sind zusatzlich vorgesehen.

[0171] Die im Vorhergehenden beschriebenen optischen Komponenten sind vorzugsweise 5 cm im Durch-
messer und in einer finf Zentimeter universellen Linsenbefestigung angebracht, wie der die unter der Modell
Nr. 90.0190 von Rolyn erhaltlich ist. Wie von den Fachleuten ausgefiihrt werden kann, kdnnen viele der nétigen
Konstruktionskomponenten aus schwarzem Delrin™ mit den in der Industrie bekannten Techniken hergestellt
werden.

[0172] Fur die Fachleute ist klar, dass der schnelle zyklische Temperaturwechsler mit Fluoreszenzdetektion
300 vorteilhafterweise auch mit lichtemittierenden Dioden (LEDs) und Photodioden statt der in Fig. 11 darge-
stellten ahnlich funktionierenden Komponenten aufgebaut werden kann. Demnach kann die Funktion der Flu-
oreszenz-Anregungsquelle 328 von einer lichtemittierenden Diode Gbernommen werden. Die Photomultiplier-
réhren 362A und 362B kdnnen durch Photodioden ersetzt werden. Zusatzliche Informationen bezuglich geeig-
neter lichtemittierender Dioden und Photodioden werden spater hier bereitgestellt. Es ist klar, dass die Sensi-
tivitat der Technik durch die Hintergrundfluoreszenz begrenzt ist, wovon die meiste von den Sonden und nicht
von dem Detektionssystem kommt. Kennzeichnenderweise ist die Stabilitat aber im Allgemeinen wichtiger als
die absolute Sensitivitat.

[0173] Den Fachleuten ist klar, dass der in Fig. 11 dargestellte schnelle zyklische Temperaturwechsler mit
Fluoreszenzdetektion 300 die zutraglichen Eigenschaften einer Fluorometervorrichtung mit schneller Tempe-
raturwechselsteuerung beinhaltet, eine Kombination die nirgends im Stand der Technik vorgeschlagen oder
gelehrt wird. Die PCR kann innerhalb der 10 bis 20 Minuten des Temperaturzyklus durchgefiihrt und analysiert
werden. Die vorliegende erfindungsgemalle Kombination aus 1) Fluoreszenziiberwachung innerhalb jedes
Temperaturzyklus und 2) Analyse der Temperatur- und Zeitabhangigkeit der Hybridisierung stellt Vorteile be-
reit, die anderweitig nicht erhaltlich waren.

[0174] Es ist moglich Einzel-Farb-Fluoreszenz-Verfahren zu verwenden, um die Produktreinheit zu berwa-
chen und die Vorlagen wahrend der PCR mengenmafig zu bestimmen. Farbstoffe, die den DNS-Strangzu-
stand tiberwachen, werden zu den PCR Reaktionen fiir die Uberwachung wéhrend des Temperaturwechselns
dazu gegeben, wobei die erfindungsgemaflen Ausfiihrungsbeispiele benutzt werden.

[0175] Es werden nun bestimmte Beispiele, bei denen das in der Eig. 11 dargestellte Gerat verwendet wurde,

vorgestellt. Die DNS Vervielfaltigung wurde, wenn nicht in den folgenden Beispielen anders angegeben, in 50
mM Tris, pH 8,3 (25°C), 3 mM MgCl,, 500 pg/ml Serumalbumin vom Rind, 0,5 pM von jedem Primer, 0,2 mM
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von jedem Desoxynukleotid Triphosphat und 0,2 U Taq Polymerase pro 5 pl Probe durchgefiihrt. Zudem wurde
in den folgenden Beispielen als DNS Vorlage die menschliche Genom-DNS (denaturiert bei 1 min Kochen)
oder ein gereinigtes Vervielfaltigungsprodukt verwendet. Das gereinigte Vervielfaltigungsprodukt wurde durch
Phenol/Chloroform Extraktion und Ethanol Ausfallung (siehe D. M. Wallace 1987, Large- and small-scale Phe-
nol extraction and preciptitation of nucleic acids und beschrieben auf den Seiten 33—48 bei S. L. Berger und A.
R. Kimmel (Hrsg.), Guide to Molecular Cloning Techniques (Methods in Enzymology, Vol. 152), Academic
Press, Orlando), gefolgt von der Entfernung der Primer durch wiederholtes Auswaschen durch einen Centricon
30 Mikro Konzentrator (erhaltlich bei Amicon, Danvers, Massachusetts) erhalten. Die Vorlagenkonzentration
wurde durch die Absorption bei 260 nm bestimmt. Das A, /A, Verhaltnis der Vorlagen war gréRer als 1,7.

[0176] In diesen Beispielen wurden die Primer durch die aus dem Stand der Technik bekannte Stan-
dard-Phosphoramidit-Chemie synthetisiert, wobei der Pharmacia Biotech Gene Assembler Plus (Piscataway,
New Jersey) verwendet wurde. Das 180 Basenpaar Fragment des Hepatitis B Oberflachen Antigen Gens wur-
de mittels der Primer 5-CGTGGTGGACTTCTCTCAAT-3' (Sequenz ID Nr. 1) und 5-AGAAGATGAGGCATAG-
CAGC-3' (Sequenz ID Nr. 2) (Genbank Sequenz HVHEPB) vervielfaltigt. Der SYBR® Green | Farbstoff wurde
von Molecular Probes (Eugene, Oregon) bezogen. Die 3-Aktin Primer und die Fluorescein/Rhodamin Dualson-
den wurden von Perkin Elmer (Foster City, Californien) (Nr. N808-0230) bezogen. Die menschlichen B-Globin
Primer RS42/KM29 (536 Basenpaare) und PC03/PC04 (110 Basenpaare) sind beschrieben in: C. T. Wittwer,
G. C. Fillmore, and D. R. Hillyard, "Automated Polymerase Chain Reaktion in Capillary Tubes with Hot Air",
Nucl. Acids Res. 17: 4353-4357, welches hierin durch Verweis mitaufgenommen wird. Die einzelmarkierten
Sonden:

5'-CAAACAGACACCATGGTGCACCTGACTCCTGAGGA-Fluorescein-3' (Sequenz ID Nr. 3) und
5'-Cy5™-AAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAG-Phosphat-3' (Sequenz ID 4)

wurden mittels eines Fluorescein-Phosphoramidit (erhaltlich bei Glen Research, Sterlin, Virginia, Nr. 10-1963),
einem Cy5™-Phosphoramidit (erhaltlich bei Pharmacia Nr. 27-1801-02), und einem chemischen Phosphorilie-
rungsreagenz (erhaltlich bei Glen Research, Nr. 10-1900) synthetisiert. Die angrenzenden Sonden hybridisie-
ren intern an dem PCO03/PC04 B-Globin Primerpaar auf dem gleichen DNS Strang und sind durch ein Basen-
paar getrennt. Die Sonden wurden durch umgekehrte C-18 Phase Hochdruckflissigkeitschromatographie ge-
reinigt, und ihre Homogenitat wurde durch Polyacrylamid-Elektrophorese und Absorption (A,q, und die Absorp-
tionsmaxima der Fluorophore) Gberprift. Die Hybridisierungssonden (B-Aktin und B-Globin) wurden jeweils mit
0,2 mM verwendet.

[0177] In den relevanten, hier beschriebenen Beispielen, werden Vervielfaltigungsproben mit 5 pl in Kapillar-
réhrchen, von denen einige in der Fig. 11 durch das Bezugszeichen 320 dargestellt sind, gefillt. Die bevorzug-
ten Kapillarréhrchen sind solche, die bei Idaho Technology, unter der Modellnummer 1705 erhaltlich sind, mit
einer Abmessung von 1,02 mm im AuRendurchmesser und 0,56 mm im Innendurchmesser. Einmal befullt wer-
den die Kapillarréhrchen durch eine Butanflamme versiegelt. Die Oberflache des Kapillarréhrchens wurde mit
optischem Qualitadtsmethanol gereinigt, bevor es in das Karussell 322 des schnellen zyklischen Temperatur-
wechslers mit Fluoreszenzdetektion 300 geladen wurde.

[0178] Die Steuerung der in der Eig. 11 dargestellten Komponenten wurde mit Hilfe einer graphische Pro-
grammiersprache, die als LabView bekannt ist (erhaltlich bei National Instruments, Austin, Texas), und einer
12-bit Multifunktions-Eingangs/Ausgangs-Karte 368A (erhaltlich bei National Instruments unter der Bezeich-
nung AT-MIO-E2) in einem PC kompatiblen Computer 368, der einen Intel® 80486 Mikroprozessor mit einer
Taktfrequenz von 120 MHz verwendet, ermoglicht. Die Analogausgangskanale der Eingangs-/Ausgangs-Karte
368A wurden dazu verwendet, die Sensitivitat, d. h. die PMT Spannung, jeder Photomultiplierréhre 362A bzw.
362B zu steuern. Die analogen Eingangskanale auf der Eingangs-/Ausgangs-Karte 368A empfangen die Sig-
nale von der jeweiligen Photomultiplierréhre 362A bzw. 362B. Der PC kompatible Computer 368 steuert durch
die Eingangs-/Ausgangs-Karte 368A die Position, die Geschwindigkeit und die Richtung der Bewegung des
Karussells 322. Zum Beispiel positioniert das Karussell 322, wenn viele Kapillarréhrchen aufgenommen sind,
jedes Kapillarréhrchen schnell nacheinander fiir eine 10-100 ms dauernden Aufnahmezeitspanne an einer
Uberwachungsposition (die Position ist durch das Kapillarrdhrchen 320A gekennzeichnet). Fiir ein kontinuier-
liches Uberwachen eines einzelnen Kapillarrdhrchens, verbleibt das Kapillarréhrchen an der Uberwachungs-
position, wahrend vorzugsweise alle 200 ms Daten aufgenommen werden, aus denen nach bekannten Verfah-
ren der Durchschnitt gebildet wird. Die Zeit, die Temperatur und vorzugsweise zwei Fluoreszenzkanale werden
kontinuierlich als Fluoreszenz-gegen-Zykluszahl und Fluoreszenz-gegen-Temperatur Diagramme auf einem
Monitor 368B dargestellt, der mit dem Computer 368 verbunden ist.

[0179] Das Karussell 322 sollte dort positioniert werden, wo die maximale Fluoreszenz und die Signale auf-
genommen werden. Wenn ein einziges Kapillarréhrchen, wie beispielsweise das Kapillarréhrchen 320A Uber-

21/133



DE 697 38 605 T2 2009.04.30

wacht wird, werden die Signale alle 200 ms aufgenommen, wobei eine Integrationszeitkonstante an der Pho-
tomultiplierréhre 362A oder 362B, oder an beiden, auf 50 ms gesetzt wird. Fir mehrere Probenréhrchen wird
die Zeitkonstante auf 0,5 ms gesetzt und das Karussell wird einmal gedreht, um an der genauen Position an-
geordnet zu sein, wo jedes Kapillarréhrchen 320 an jedem der beiden Kanale die maximale Fluoreszenz be-
reitstellt. Nachdem das Kapillarrdhrchen 320A an der Position mit der maximalen Fluoreszenz positioniert ist,
wird die Sensitivitat jeder Photomultiplierrohre 362A und 362B justiert und das Karussell wieder gedreht, um
die Position aller Kapillarréhrchen 320 in dem Karussell 322 zu zahlen und zu lokalisieren. Wenn nur eine Si-
gnalfluoreszenzaufnahme einmal pro jedem Vervielfaltigungszyklus wahrend der Verlangerung gewiinscht ist,
wird jedes Kapillarrdhrchen 320 auf dem Karussell nacheinander an der Uberwachungsposition fiir 100 ms po-
sitioniert. Die kontinuierliche Aufnahme bei mehreren Réhrchen kann auch durch ein kontinuierliches Drehen
des Karussells 322 erreicht werden. Die Temperatursteuerprogrammierung ist basiert auf und modifiziert von
einem kommerziell erhaltlichen schnellen zyklischen Temperaturwechsler, der von Idaho Technology unter
dem Markenname Rapidcycler™ bezogen werden kann, mit einem 8051 cross compiler, der von Systronics,
Salt lake City, Utah unter der Bezeichnung BCI51 erhaltlich ist, und einem Dallas Development System (eben-
falls bei Systronics unter der Bezeichnung DPB2 erhaltlich).

[0180] In der Praxis ist die Temperaturreaktion des schnellen zyklischen Temperaturwechslers mit Fluores-
zenzdetektion 300 dhnlich zu der Reaktion der in den Fig. 8A und Fig. 8B dargestellten Ausfihrungsform der
vorliegenden Erfindung, wobei 20-30 Sekundenzyklen (30 Zyklen in 10-15 Minuten) ermdglicht werden, wie
in dem Temperatur-gegen-Zeit Diagramm von Fig. 11A gezeigt ist (welches einige Zyklen eines bevorzugten
Temperaturprofils zeigt). Wenn ein Doppelstrang-spezifischer Fluoreszenzfarbstoff wahrend der Vervielfalti-
gung vorhanden ist, erhoht sich die Fluoreszenz im Allgemeinen, wenn mehr von dem Doppelstrangprodukt
hergestellt wird. Vgl. dazu R. Higuchi, G. Dollinger, P. S. Walsh, and R. Griffith, 1992, "Simultaneous Amplifi-
cation and Detection of specific DNS Sequences", Bio/Technology 10: 413-417.

[0181] Dariiber hinaus ist klar, dass Doppelstrang-spezifische Farbstoffe, wie Ethidiumbromid oder SYBR®
Green | als generische Indikatoren der Vervielfaltigung benutzt werden kénnen. Der SYBR® Green | Farbstoff
ist dem Ethidiumbromid in vielen Anwendungen vorzuziehen, da er ein Anregungsmaximum in der Nahe des
Anregungsmaximums von Fluorescein aufweist und oft ein starkeres Signal fur die DNS bereitstellt, als bei der
Anregung von Ethidiumbromid zu beobachten ist.

[0182] Die Fluoreszenz hangt zudem von der Temperatur ab, ein verwirrender Effekt wahrend des Tempera-
turzyklus, der gewohnlich dadurch eliminiert wird, dass die Fluoreszenz einmal pro Zyklus bei einer konstanten
Verlangerungszeit betrachtet wird. Dennoch, wenn Temperatur, Zeit und Fluoreszenz alle 200 ms wahrend der
schnellen zyklischen Vervielfaltigung aufgenommen werden, zeigt sich auf dem Monitor 368B eine wie in
Fig. 12 dargestellte dreidimensionale Spirale. Das in Fig. 11 dargestellte dreidimensionale Diagramm wurde
in Fig. 12A auf ein zweidimensionales Diagramm von Temperatur-gegen-Zeit, in Eig. 12B auf ein zweidimen-
sionales Diagramm von Fluoreszenz-gegen-Zeit, und in Fig. 12C auf ein zweidimensionales Diagramm von
Fluoreszenz-gegen-Temperatur projiziert. Die Temperatur-gegen-Zeit Projektion von Fig. 12A wiederholt je-
den Zyklus und stellt im Wesentlichen die gleiche Information, die in Fig. 11A dargestellt ist, bereit. Da sich die
Fluoreszenz invers mit der Temperatur andert, ist die in Eig. 12B dargestellte Fluoreszenz-gegen-Zeit Projek-
tion bei frihen Zyklen ein skaliertes Spiegelbild des Temperatur-gegen-Zeit Diagramms. Wenn das Produkt an-
wachst, steigt die Fluoreszenz bei allen Temperaturen, bei denen das Doppelstrang-Produkt anwesend ist.
Trotzdem kehrt die Fluoreszenz bei der Denaturierungstemperatur auf ihren Ausgangswert zurtick, da dann
nur eine Einzelstrang-DNS vorhanden ist.

[0183] Die in Fig. 12C gezeigte Fluoreszenz-gegen-Temperatur Projektion des Doppelstrang-Farbstoffs eli-
miniert die Zeitachse und zeigt die Temperaturabhangigkeit des Strangzustands wahrend der Vervielfaltigung.
Die Projektion Fluoreszenz-gegen-Zeit aus Fig. 12C ist von dem 180 Basenpaarfragment der Hepatitis B Virus
DNS.

[0184] Eine andere Fluoreszenz-gegen-Zeit Projektion ist in Fig. 13 gezeigt. Die in Fig. 13 dargestellte Pro-
jektion ist von einem 536 Basenpaarfragment der menschlichen B-Globin DNS. Frihe in Fig. 13 dargestellte
Zyklen erscheinen identisch mit einem nichtlinearen Anstieg der Fluoreszenz bei niedrigen Temperaturen.
Wenn die Vervielfaltigung fortschreitet, erscheinen spatere Zyklen als sich zwischen den Anlagerungs- und De-
naturierungstemperaturen erhebende Schleifen, die eine signifikante Hysterese zeigen. Das kommt daher,
dass die beobachtete Fluoreszenz wahrend der Erwarmung groRer ist als wahrend dem Kiihlen. Wenn die Pro-
be erwarmt wird, ist die Fluoreszenz solange hoch bis die Denaturierung einsetzt (sichtbar durch den scharfen
Abfall in der Fluoreszenz). Wie aus Fig. 13 ersichtlich ist, steigt die Fluoreszenz wahrend der Verlangerung
weiter, wahrend die Temperatur konstant gehalten wird.
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[0185] Doppelstrang-spezifische Farbstoffe kdnnen auch im Bezug auf verschiedene Aspekte vorliegender
Erfindung verwendet werden. Der Strangzustand der PCR Produkte kann mit den Farbstoffen, die in Gegen-
wart von Doppelstrang-DNS fluoreszieren, nachvollzogen werden. Wenn SYBR® Green | wahrend der Verviel-
faltigung anwesend ist, erhoht sich die Fluoreszenz, wenn mehr Doppelstrang-DNS hergestellt wird. Trotzdem
fuhrt der Temperaturzyklus einen verwirrenden Effekt ein, da die Fluoreszenz, wie in den Fig. 26A und 26B
gezeigt wird, umgekehrt proportional zur Temperatur ist. Wenn sich das Produkt vermehrt, steigt die Fluores-
zenz an, auller bei der Denaturierungstemperatur, bei der die Fluoreszenz zu ihrem Ausgangswert, wie in
Fig. 12C gezeigt ist, zurlickkehrt.

[0186] Wenn mehrere Proben Gberwacht werden, wobei der schnelle zyklischen Temperaturwechsler mit Flu-
oreszenzdetektion 300 verwendet wird, kann, einmal pro Zyklus mit SYBR® Green |, ein 10’-10® Bereich der
Anfangsvorlagenkonzentration, wie in Fig. 14 dargestellt, unterschieden werden. Fig. 14A stellt eine Legende
fur die Indizes der verschiedenen Graphen von Fig. 14, und fir die Anfangsvorlagen-Kopienzahl in den nach-
folgenden Figuren bereit. Wenn die Daten auf Prozent der maximalen Fluoreszenz jedes Kapillarréhrchens
320 normalisiert wurden, sind 100 Anfangskopien klar von 10 Kopien zu unterscheiden. Trotzdem ist der Un-
terschied zwischen 1 und 10 Kopien marginal, und es kann kein Unterschied zwischen 0 und 1 Durchschnitts-
kopien pro Kapillarréhrchen 320 beobachtet werden.

[0187] Doppelstrang-Farbstoffe hangen von der den Vervielfaltigungsprimern innewohnenden Spezifizitat ab.
Wie den Fachleuten klar ist, kann die nichtspezifische Vervielfaltigung bei hohen Zyklenzahlen die Detektions-
sensitivitat auf ungefahr 100 Anfangsvorlagen-Kopien (siehe Fig. 14) limitieren. Mit dem durch die vorliegende
Erfindung gelehrten schnellen Zyklus wird eine Verbesserung der Vervielfaltigungsspezifizitat erreicht, wo-
durch wiederum die Gesamtdurchfiihrung der DNS Vervielfaltigung verbessert wird.

[0188] Der mengenmalige Nachweis mit sequenzspezifischen Sonden weist einen ahnlich dynamischen Be-
reich wie der der Doppelstrang-DNS-Farbstoffe auf, aber scheint, wie in den Eig. 15A und 15B gezeigt ist, auch
eine einzelne Anfangsvorlagenkopie von negativen Kontrollen zu unterscheiden.

[0189] Wenn eine Detektion und ein mengenmafiger Nachweis von wenigen Kopienzahlen nétig ist, wird eine
zusatzliche Spezifizitdt von Fluoreszenzsonden bereitgestellt, die fur die Signalerzeugung eine Hybridisierung
benétigen. Das Schneiden einer dual-markierten Exonuklease-Sonde ist eine Technik, die dazu fahig ist, eine
einzelne Vorlagenkopie von einer Negativkontrolle, wie in Eig. 15 gezeigt wird, zu unterscheiden. Eig. 15 zeigt,
entsprechend der Legende von Eig. 14A, ein Diagramm des Fluoreszenzverhaltnisses gegen die Zykluszahl
fur verschiedene Zahlen von Anfangsvorlagenkopien.

[0190] Die Signalerzeugung mit 5'-Exonuklease-Sonden ist nicht nur von der DNS Synthese abhangig, son-
dern erfordert auch eine Hybridisierung und eine Hydrolyse zwischen den Fluorophoren der dual-markierten
Sonde. Die Hydrolyse reduziert das sich gegenseitige Ausléschen und das Fluoreszenzverhaltnis der Emissi-
on Fluorescein-gegen-Rhodamin steigt. Fir weitere Informationen bezlglich dieser Technik vgl. L. G. Lee, C.
R. Connell, and W. Bloch, 1993, "Allelic Discrimination by Nick-translation PCR with Fluorogenic Probes", Nucl.
Acids Res. 21: 3761-3766 und Livak, K. J., S. J. A. Flood, J. Marmaro, W. Giusti, and K. Deetz, 1995, "Oligo-
nucleotides with Fluorescent Dyes at Opposite Ends Provide a Quenched Probe System Useful for Detecting
PCR Products and Nucleic Acid Hybridization", PCR Meth. Appl. 4: 357-362.

[0191] Fig. 25 zeigt die Fluoreszenz-PCR-Ergebnisse von einer Sonde mit 5 zwischen den Fluorescein- und
Rhodaminmarkern liegenden Basen. Die 45 Vervielfaltigungszyklen waren in 20 Minuten vollendet, wobei der
schnelle zyklische Temperaturwechsler mit Fluoreszenzdetektion 300 aus Fig. 11 verwendet wurde. Beim
Uberwachen des Fluoreszenzverhaltnisses einmal pro Zyklus konnte ein 10°-facher Bereich der Anfangsvor-
lagenkonzentration unterschieden werden. Die Vervielfaltigungskurven sind ungefahr um 3—4 Zyklen fir jede
10-fache Anderung der Anfangsvorlagenkonzentration verschoben.

[0192] Auch wenn das Fluoreszenz-Endsignal verringert ist, wenn weniger Kopienzahlen vervielfaltigt werden
(vermutlich aufgrund der verringerten Vervielféltigungseffizienz), ist ein mengenmaRiger Nachweis von 1 bis
100 Kopien ohne Weiteres mdglich. Das von den Exonukleasesonden erzeugte Signal ist kumulativ und steht
nur indirekt mit der Produktkonzentration in Relation. Deshalb steigt das Fluoreszenzsignal, auch nachdem der
Produktbetrag ein Plateau erreicht hat, weiter an. Unter Verwendung der hier bereitgestellten Informationen,
kdnnen die Fachleute angemessene Standards fur die Steuerung der Effizienz der Vervielfaltigung und des
Schneidens formulieren, um einen absoluten mengenmafigen Nachweis durchzufihren.

[0193] Die Fluoreszenz-gegen-Temperatur Graphen der 5'-Exonuklease-Sonden bestatigen, dass die Son-
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denhydrolyse der Mechanismus der Signalerzeugung ist. In Fig. 16 ist ein Fluoreszenz-gegen-Temperatur Di-
agramm mit zwei Temperaturzyklen von der (3-Aktin Exonuklease-Sonde gezeigt. In jedem Zyklus andert sich
das Fluoreszenzverhaltnis linear mit der Temperatur und es gibt, wenn berhaupt, nur eine kleine Hysterese.

[0194] Das Signal verstarkt sich in jedem Zyklus wahrend der Anlagerungs-/Verlangerungsphase, wenn die
Sondenhydrolyse auftaucht. Auch wenn sich die Fluoreszenz von beiden, dem Fluorescein und dem Rhoda-
min, mit der steigenden Temperatur verringert (diese Daten sind nicht in den Figuren gezeigt), ist die Ande-
rungsrate fir Rhodamin gréRer, was in einem ansteigenden Verhaltnis bei ansteigender Temperatur resultiert.
Bei der 5'-Exonuklease-Sonde kénnen keine temperaturabhangigen Hybridisierungseffekte beobachtet wer-
den.

[0195] Im Gegensatz dazu zeigen, wenn das Fluoreszenzsignal nur von der Hybridisierung abhangt, die Flu-
oreszenzverhaltnis-gegen-Temperatur Graphen wahrend des Zwei-Temperaturzyklus ein unterschiedliches
Muster mit einer Hysterese, wie in Fig. 17 dargestellt ist. Die Graphen von Fig. 17 stellen die Ergebnisse dar,
die erhalten werden, wenn zwei benachbarte Hybridisierungssonden benutzt werden, die im vorliegenden Bei-
spiel eine mit Fluorescein markierte 3'-upstream-Sonde und eine mit Cy5™ markierte 5'-downstream-Sonde
sind. Die Sonden sind durch einen 1 Basenpaarspalt separiert. Wahrend der Anlagerungs-/Verlangerungspha-
se der Reaktion hybridisieren die Sonden, was in einer Vermehrung des Produkts resultiert und darin, dass das
Cy5™-zu-Fluorescein Fluoreszenzverhaltnis ansteigt. Wahrend des Erwarmens des Produkts auf die Denatu-
rierungstemperaturen, wobei die Sonden zwischen 65°C und 75°C dissoziieren, kehrt das Fluoreszenzverhalt-
nis auf seinen Ausgangswert zurlick. Die Anderung im Fluoreszenzverhaltnis wahrend der Hybridisierung ist
zum grofen Teil durch einen Anstieg der Cy5™-Fluoreszenz aufgrund des Resonanzenergietransfers bedingt.
Die Temperaturabhangigkeit der Hybridisierung kann dazu verwendet werden, Mutationen durch eine Ver-
schiebung in der Schmelzkurve zu entdecken. Benachbarte Hybridisierungssonden sind, wie in Fig. 15B ge-
zeigt, auRerdem fir den mengenmaligen Nachweis sehr nitzlich.

[0196] Aus der vorhergehenden Diskussion wird deutlich, dass die Fluoreszenziberwachung wahrend der
DNS Vervielfaltigung eine aulierordentlich leistungsfahige analytische Technik ist. Durch die Verwendung des
schnellen zyklischen Temperaturwechslers mit Fluoreszenzdetektion 300 kann eine produktive und kostenef-
fiziente Echtzeit-Uberwachung, eine sequenzspezifische Detektion und ein mengenmaRiger Nachweis, ab-
hangig von der Anzahl der vorliegenden Anfangsvorlagenkopien, in 5 bis 20 Minuten erreicht werden.

[0197] Darlber hinaus sind das System und die in den Eiq. 11 bis Eig. 17 dargestellten Ergebnisse insbeson-
dere fir eine kontinuierliche Uberwachung einer biologischen Reaktion mit Fluoreszenzfarbstoffen geeignet.
Zum Beispiel kann, mit einer prazisen Temperatursteuerung und mit Doppelstrang-spezifischen Farbstoffen,
die Produktreinheit aus den Schmelzkurven abgeschatzt werden. Mit der erfindungsgemafien schnellen zykli-
schen Temperatursteuerung kann die absolute Produktkonzentration aus der Wiederanlagerungskinetik be-
stimmt werden. Die vorliegende Erfindung stellt vorteilhafterweise schnelle Temperaturadnderungen und eine
strenge Temperaturhomogenitat innerhalb der Probe bereit, welche im Stand der Technik nicht zur Verfligung
steht. Im Gegensatz zum Stand der Technik, werden in der vorliegenden Erfindung Probenbehalter mit einem
hohen Oberflachen-zu-Volumen-Verhaltnis verwendet (zum Beispiel durch die Verwendung der in Fig. 11 dar-
gestellten bevorzugten Kapillarréhrchen 320) und es wird Luft als Warme bertragendes Medium verwendet,
wodurch eine schnelle Steuerung der Probentemperatur bereitgestellt wird, die anderweitig nicht erreichbar ist.
Zum Beispiel zeigen Probentemperatur-gegen-Zeit-Diagramme, die erhalten werden, wenn Proben in den Pro-
benbehaltern der vorliegenden Erfindung bearbeitet werden, scharfe Spitzen bei den Denaturierungs- und den
Anlagerungstemperaturen (was eine schnelle Temperaturreaktion anzeigt), im Gegensatz zu den konischen
Kunststoffrohrchen aus dem Stand der Technik, die einige Sekunden brauchen, damit in allen Proben ein ther-
misches Gleichgewicht erreicht ist. Darliber hinaus stellen die erfindungsgemaRen Probenréhrchen verbesser-
te Ergebnisse gegeniliber den als Probenbehalter benutzten geatzten Silizium- oder Glasschnitzel bereit, da
die Temperaturzykluszeiten und die Warmehomogenitat der vorliegenden Erfindung, den Temperaturzyklus-
zeiten und der Warmehomogenitat, die mit solchen anderen Strukturen nur méglich sind, Gberlegen sind.

[0198] Durch die Verwendung der Verfahren und Vorrichtung werden viele Aspekte der DNS Vervielfaltigung,
die bis dato nur wenig verstanden wurden, wahrnehmbar. Zum Beispiel entsteht die Produktdenaturierung in
weniger als 1 Sekunde, dennoch verlangte der Stand der Technik nach einer Denaturierungszeit von 10 Se-
kunden bis 1 Minute. Die Beobachtung der Produktschmelze mittels Echtzeit-Fluoreszenziiberwachung mit
Doppelstrangfarbstoffen gemaf vorliegender Erfindung (vgl. die Fig. 12 und Fig. 13) zeigt, dass die Verwen-
dung kurzerer Denaturierungszeiten sehr effektiv ist. Als weiteres Beispiel: Viele Ursachen des bekannten
"Plateaueffekts" wurden vorgeschlagen, aber es standen wenige Daten zu Verfligung, um zwischen den Alter-
nativen zu unterscheiden. Wie in Fig. 13 gezeigt, erfolgt die Produktanlagerung sehr schnell. Tatsachlich wird,
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wahrend den spateren Vervielfaltigungszyklen, ein Grofiteil des Produkts bei jedem Zyklus wahrend der Ab-
kiihlung, noch bevor die Primeranlagerungstemperatur erreicht ist, wieder angelagert. Dies passiert bei Kihl-
geschwindigkeiten von 5-10°C/s, wie sie bei der vorliegenden Erfindung durchgefihrt werden. Die Wiederan-
lagerung des Produkts bei den langsameren aus dem Stand der Technik bekannten Temperaturwechslern ist
noch gréRer, da noch mehr Zeit fiir den Ubergang zwischen Denaturierungs- und Anlagerungstemperatur nétig
ist. Dieser unerwiinschte Effekt begrenzt die Produktausbeute, und ist der Hauptgrund fiir den aus dem Stand
der Technik bekannten "Plateaueffekt".

[0199] Dariiber hinaus stellt die offenbarte Vorrichtung ein glinstiges Gerat bereit, das in kommerziellen An-
wendungen verwendet werden kann und das die Fluoreszenz wahrend der schnellen zyklischen Vervielfalti-
gung kontinuierlich Gberwacht. Der erfindungsgemafe zyklische Temperaturwechsler ist dazu fahig, die DNS
Vervielfaltigung in nicht mehr als 10 bis 20 Minuten auszufihren, und die optischen und die Detektions-Kom-
ponenten der vorliegenden Erfindung unterscheiden ein, zwei, drei und mehr Fluorophore. Die bevorzugten
Ausfuhrungsbeispiele Uberwachen eine ganze Anzahl von individuelle Proben, zum Beispiel 24 Proben (die
Kapillarréhrchen 320 in Fig. 11), einmal alle paar Sekunden, vorteilhafterweise einmal pro Sekunde und noch
vorteilhafter 10 Mal pro Sekunde.

[0200] Es liegtinnerhalb des Umfangs der vorliegenden Erfindung, Proben herzustellen fiir eine Verarbeitung
unter Verwendung der bekannten Vorrichtungen mit 96 Vertiefungen, und der Kapillarprobenréhrchen 320, die
dann fir ein zyklisches Temperaturwechseln und eine Analyse in eine der bevorzugten Ausfihrungsformen ge-
geben werden, beispielsweise den schnellen zyklischen Temperaturwechsler mit Fluoreszenzdetektion (300 in

Fig. 11).

[0201] Es ist von Vorteil, wenn die bevorzugten Ausfiihrungsbeispiele ein Fluoreszenzfeedback fir die Echt-
zeitsteuerung und die Optimierung des biologischen Prozesses, wie beispielsweise der DNS Vervielfaltigung,
verwenden, wenn der Prozess stattfindet. Demnach wird bei den hier offenbarten bevorzugten Ausfiihrungs-
beispielen die detektierte Fluoreszenz dazu verwendet, den Temperaturzyklus zu steuern. Bei der Verwendung
der hier offenbarten Ausfiihrungsbeispiele und bei der Verwendung der bevorzugten kontinuierlichen Uberwa-
chungstechniken mit Doppelstrang DNS spezifischen Farbstoffen, wird die Verlangerung nach dem jeweiligen
Temperaturzyklus abgebrochen, nachdem die detektierte Fluoreszenz aufgehort hat, anzusteigen. Weiterhin
werden erfindungsgemal die Denaturierungsbedingungen auch dadurch gesteuert, dass die Temperatur nur
soweit erhéht wird, bis das Produkt komplett geschmolzen ist. Dariiber hinaus wird erfindungsgemaR die
Primeranlagerung durch den Resonanzenergietransfer zwischen Fluorescein- und den Cy5™-markierten Oli-
gonukleotiden uberwacht. AuRerdem werden mit Hilfe der vorliegenden Erfindung die Temperaturzyklen der
Probe automatisch abgebrochen, nachdem ein bestimmter Betrag des Produkts hergestellt ist.

[0202] Unter Verwendung des erfindungsgemafien Gerats ist es mdglich, das schnelle zyklische Temperatur-
wechseln mit den minimalen Anlagerungs- und Denaturierungszeiten zu erzeugen, welche beide die quantita-
tive PCR verbessern und die Unterscheidbarkeit der allelen spezifischen Vervielfaltigung vergrofern. Das
schnelle zyklische Durchlaufen der Zyklussequenz reduziert Sequenzdoppeldeutigkeiten und minimiert
"Shadow-Banden" in wiederholten Vervielfaltigungen von Di-Nukleotiden. GemaR vorliegender Erfindung ver-
bessert sich fur die lange PCR, bis zu 35 kb, die Ausbeute, wenn die Probe so wenig wie moéglich den hohen
Denaturierungstemperaturen ausgesetzt ist.

[0203] Im Gegensatz zu den friiheren Ansatzen in der PCR, die die PCR als drei Reaktionen-Denaturierung,
Anlagerung, Verlangerung, wobei jede bei drei unterschiedlichen Temperaturen auftritt (wie in Fig. 18 darge-
stellt)-behandelten, sieht ein Aspekt vorliegender Erfindung vor, dass ein kinetisches Paradigma fur die PCR
wichtige Verbesserungen leistet. Durch das kinetische Paradigma (wie in Fig. 18B dargestellt), besteht die
Temperatur-gegen-Zeit Kurve aus kontinuierlichen Ubergéngen zwischen den sich tberlappenden Reaktio-
nen. Das erfindungsgemafe Verfahren und das erfindungsgemafie Gerat sind besonders effizient beim Aus-
fihren der PCR unter dem kinetischen Paradigma. Fig. 18C ist ein Graph, der verschiedene Zeit/Tempera-
tur-Profile in der Umgebung der Anlagerungstemperatur von 55°C darstellt. In Fig. 18C zeigt die durchgangige
Linie eine zentral angeordneten "Spitze", die die Temperaturreaktion einer 10 pl Probe darstellt. Im Gegensatz
dazu, stellen die als kurze oder lange Linienabschnitte gezeigten Linien in Fig. 18C die Temperaturreaktionen
von Proben dar, die durch die Verwendung von Geraten mit Heizblock erhalten wurden. Wie aus Fig. 18C er-
sichtlich, produzieren die erfindungsgemafen Ausfiihrungsbeispiele Anlagerungssegmentspitzen, mit den hier
diskutierten Vorteilen, statt der Temperaturplateaus gemaf den herkdbmmlichen Erkenntnissen aus dem Stand
der Technik.

[0204] Die fruher zur Verfugung stehenden fir die Detektion benutzten Instrumente wiesen viele Nachteile
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auf. Ein schneller praziser Temperaturwechsel wird durch das hier beschriebene erfindungsgemafle System
bereitgestellt, im Gegensatz zu den friher zur Verfigung stehenden Instrumenten, die 5 bis 10 Mal langsamer
waren. Mit der kontinuierlichen Fluoreszenziiberwachung, die auch durch das erfindungsgeméafie System be-
reitgestellt wird, kann die Temperaturabhangigkeit der Hybridisierung verfolgt werden. Durch das Verfolgen der
Hybridisierung wahrend der Temperaturwechsel, kann die Anzahl der erforderlichen Sonden und/oder der er-
forderlichen Spektralfarben minimiert werden. Das bedeutet, dass verschiedene Produkte und Mutationen
durch ihre charakteristischen Schmelzeigenschaften detektiert werden kénnen, statt dass man den Aufwand
unternimmt, verschiedene Fluor-markierte Sonden fir jede zu detektierende DNS Spezies synthetisieren zu
muissen.

[0205] Um eine Ausfihrungsformbereitzustellen, die am kostenguinstigsten ist, wird eine lichtemittierende Di-
ode mit hoher Intensitat, anstelle einer Xenon Lichtbogenquelle oder einem Laser fir die Probenillumination
und von Photodioden fiir die Detektion verwendet. Die Proben werden in Glaskapillarréhrchen, oder alternativ
in zusammengesetzte Probenbehalter aus Glas/Kunststoff (siehe Fig. 21A-D) in einem Format mit 96 Vertie-
fungen, das keine Warmeversiegelung benétigt, gefiillt. Die vorliegende Erfindung stellt somit auf kostengtins-
tige Weise eine Echtzeit-Fluoreszenzanalyse zur Verfiigung. Die Echtzeit-Fluoreszenzsteuerung der Tempe-
raturzyklen verbessert die Vervielfaltigungsqualitat. Zum Beispiel, wenn die Temperatur der Probe nur bis zum
Auftreten der Denaturierung erhéht wird, wird das den hohen Temperaturen Aussetzen der Probe minimiert.
Dies erhoht die Ausbeute, indem Produkt- und Enzym-Degradation limitiert werden, und erhoht die Spezifizitat,
indem die Vervielfaltigung von Produkten mit einer hohen Schmelztemperatur begrenzt wird.

[0206] Als nachstes wird auf die Fig. 19 Bezug genommen, die eine diagrammartige Darstellung einer ande-
ren bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung fiir das kontinuierliche Uberwachen einer ein-
zelnen Probe bereitstellt. Es sollte dennoch klar sein, dass die in Eig. 19 und Fig. 20 dargestellten Konstrukti-
onen auch in ein System eingebaut werden kdnnen, das automatisch mehrere Proben bearbeitet, wie bei-
spielsweise durch das in Fig. 11 dargestellte Gerat und wie in Kiirze hier erklart werden wird. In der Ausfiih-
rungsform von Eig. 19 ist ein einzelner Probenhalter 402 in einem Probentrager angeordnet, der an dem
Schnittpunkt von einem die Temperatur kontrollierenden Luftstrom und einem linearen optischen Pfad positio-
niert ist. Der Probenhalter 402 beinhaltet ein Réhrchen 402A, das die vielen wiinschenswerten Eigenschaften
eines Kapillarréhrchens aufweist. Gemal der vorliegenden Erfindung kénnen verschiedene Ausgestaltungen
des Kapillarréhrchens verwendet werden und das Roéhrchen 402A hat bevorzugt einen rechteckigen Quer-
schnitt. Die biologische Probe ist vorzugsweise am unteren Ende des Probenréhrchens 402A, wie durch das
Bezugszeichen 402B bezeichnet, angeordnet. Eine Kappe 402C ist ebenfalls vorzugsweise an dem Proben-
halter 402 vorhanden.

[0207] Als nachstes wird Bezug genommen auf die Eig. 19A bis Fig. 19E, die die Auswirkungen der verschie-
denen Ausgestaltungen der Probenbehalter auf die Temperaturreaktion der Probe selbst vergleichen. Die in
Eig. 19E gezeigten Temperatur-Zeit-Linien entsprechen der Reaktion, die erhalten wird, wenn die in den
Fig. 19A bis Fig. 19C bezeigten Ausgestaltungen der Probenbehalter verwendet werden. Fig. 19D zeigt den
am wenigsten fir die vorliegende Erfindung bevorzugten Probenbehalter und ist nur fiir den Vergleich aufge-
nommen. Mittels der hier offenbarten Information, kbnnen Fachleute optimale Ausgestaltungen der Probenbe-
halter fir spezielle Anwendungen der vorliegenden Erfindung erreichen. Weitere Informationen bezuglich jeder
der in den Fig. 19A bis Fig. 19D dargestellten Ausgestaltungen der Probenbehalter wird weiter unten darge-
legt.

Figur | Oberflachen- | Fluidsaulen- Probenvolu- Quelle
bereich lange mm men
(mm?2/10 pl)
19A | 77 47 10 pl Kimble KIMAX #46485-1
19B 42 13,8 34 pl Kimble KIMAX #46485-15
19C | 32 8 59 ul Kimble KIMAX #34500-99
19D | 18 N/A 10 pl Microcamp™ tube des Perkin-Elmer Cetus Ge-
neAmp PCR Systems 9600

[0208] In dem Gerat von Fig. 19 ist eine Anregungsstrahlungsquelle 418, vorteilhafterweise eine LED und
noch vorteilhafter eine blaue LED, bereitgestellt, um den Probenhalter 402 zu beleuchten. Die von der Anre-
gungsstrahlungsquelle 418 emittierte Strahlung verlauft durch aspharische fokussierende Linsen 420 und ei-
nen Anregungs-Bandpassfilter 422, und die Strahlung wird auf den Probenhalter 402 fokussiert.
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[0209] Die in Fig. 19 illustrierten optischen Komponenten sind vorzugsweise in einem optischen Gehause
412 beinhaltet. Dartber hinaus ist auch ein Gehause 406 vorhanden. Ein Ventilator 408 ist vorgesehen, um
die Luft durch einen Luftkanal 414 und tiber den in dem Probentrager 404 gehaltenen Probenhalter 402 zu be-
wegen. Eine Temperatureinheit 410 ist in dem Luftstromweg angeordnet, um ein Erwarmen oder eine Erwar-
men und Kuhlen der Luft, die Gber den Probentrager 404 streicht, bereitzustellen. Ein Riissel 416 fiihrt die Luft
effektiv Uber den Probentrager 404.

[0210] Die Emissionen, die von der Probe abgegeben werden, passieren noch zwei asphéarische Linsen 420
und einen Emissions-Breitbandfilter 424, und werden von einem Photodetektor 426, der vorzugsweise eine
Photodiode ist, empfangen. Die Fachleute kénnen ohne Probleme die Steuerkomponenten, die vorteilhafter-
weise flur das in Fig. 19 dargestellte Gerat bendtigt werden, durch die hier dargelegten Informationen bereit-
stellen.

[0211] Die Fig. 19F und Fig. 19G ist die Seiten- bzw. Endansicht eines bevorzugten Probenbehalters 403,
der ein rechteckiges Probenréhrchen 403A benutzt. Das Kapillarrohrchen 403A ist vorzugsweise bei Vitro Dy-
namics Inc. erhaltlich, und weist folgende Abmessungen auf: 1 mm x 3 mm x 50 mm. Ein erstes Kappenele-
ment 403B und ein zweites Kappenelement 403C sind durch eine Schraube 403D zusammengehalten, wobei
die Schraube 403D auch als Halter fur das Kapillarréhrchen 403A fungiert.

[0212] Die Fig. 19H und Fig. 191 zeigen entsprechend zwei mégliche Orientierungen des rechteckigen Kapil-
larréhrchens 403A, wenn die Fluoreszenz der darin enthaltenen Probe detektiert wird. Fig. 19H zeigt das
rechteckige Kapillarrohrchen derart ausgerichtet, dass seine Kanten in einer Linie mit der optischen Achse der
Anregung und der Detektionsoptik ("Kantenanregung und Detektion") sind. Fig. 191 zeigt das rechteckige Ka-
pillarrohrchen 403A derart ausgerichtet, dass seine Breitseiten in einer Linie mit der optischen Achse der An-
regung und der Detektionsoptik ("Breitseitenanregung und Detektion") sind. Uberraschenderweise ist das Flu-
oreszenzsignal, das von der in Fig. 19H gezeigten Kantendetektions-Ausrichtung erhalten wird, 3- bis 5-fach
hoéher ist als das von der in der Fig. 191 gezeigten Breitseitendetektions-Ausrichtung erhaltene. Die erstrebens-
werten Eigenschaften der Verwendung der in der Fig. 19H gezeigten Kantendetektions-Ausrichtung sind zu-
mindest teilweise durch die innere Totalreflexion, die in dem Kapillarréhrchen 403A stattfindet, bedingt, die das
Fluoreszenzsignal auf den Rand des Kapillarréhrchens konzentriert.

[0213] Eiq. 20 zeigt die optischen Komponenten einer anderen bevorzugten Ausfihrungsform geman einem
anderen Aspekt der vorliegenden Erfindung. Die in Eig. 20 dargestellten optischen Komponenten sind vor-
zugsweise in die in Eig. 21 dargestellte zyklische Temperaturwechsler- und Probenhandhabungskonstruktion
eingebaut, was in Kiirze noch genauer beschrieben werden wird, aber kénnen auch in vielen verschiedenen
Anordnungen, die eine Uberwachung (am vorteilhaftesten eine kontinuierliche Uberwachung) einer Probe, die
einer Polymerasekettenreaktion unterzogen wird, bereitstellen, verwendet werden.

[0214] Im Gegensatz zu den vorherigen hier offenbarten Anordnungen, sind der optische Anregungsweg und
der Detektionsweg in der Ausfuihrungsform der Eig. 20 und Eig. 21 kombiniert, und werden hier mit Epifluores-
zenz-Weg statt linearem Weg bezeichnet. In der Ausfuhrungsform der Eig. 21 und Eig. 22, folgen die Anre-
gungs- und die Emissionsstrahlung dem gleichen optischen Weg zwischen Kapillarréhrchen und dem in dem
Anregungsweg benutztem dichroiden Element. Ein Kapillarrohrchen ist speziell fir die Verwendung in dem
Beispiel der Fig. 21 und Fig. 22 ausgebildet, bedingt durch die totale innere Reflexion (auch als "Lichtfiihrung"
bezeichnet) entlang der Lange des Kapillarréhrchens, die dazu benutzt wird, sowohl die Anregungs- als auch
die Emissionsintensitaten zu verstarken.

[0215] In den Ausflhrungsbeispielen der Fig. 20 und Fig. 21 ist, um eine maximale Lichtleitung zu erreichen,
die optische Achse parallel zu der Lange des Kapillarrdhrchens (paraxial) ausgerichtet, wobei die Spitze des
Kapillarréhrchens an dem Brennpunkt positioniert ist. Unter der Annahme eines Brechungsindex von 1,33 fur
die zu detektierende Probe, werden ungefahr 12,3% des emittierten Lichts in die Spitze geleitet. Es ist klar,
dass das Zentrifugieren dazu benutzt werden kann, die Probe in die Spitze des Kapillarréhrchens zu bewegen.

[0216] Fig. 22A zeigt in einem Diagramm die Effektivitat der Lichtleitung, wenn die Fluoreszenz an der Spitze
des Kapillarréhrchens detektiert werden soll und zeigt eine 10-fache Verstarkung der Signalintensitat, wenn
die Spitze (ausgefillte Rauten) statt der Seite (unausgefiillte Kreise) des kapillaren Probenbehalters betrachtet
wird. Zudem wurden, wie Eig. 22B zeigt, die Ergebnisse, die bei der Verwendung von zwei Kapillarréhrchen
unterschiedlicher GroRRe erhalten werden, und die auf zwei unterschiedliche Langen mit Doppelstrang DNS,
die mit SYBR® Green | eingefarbt ist, beflillt ist, dargestellt. Wie aus den Fig. 22A und Fig. 22B vermutet wer-
den kann, steigt die beobachtete Epifluoreszenz, wenn mehr Probe in das Réhrchen zugegeben wird, obwohl
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sich die Fluoreszenz Effizienz verringert.

[0217] Die optischen Eigenschaften der Emission von dem Kapillarréhrchen, wurden durch stimulierende Flu-
oreszenz in einem mit einer Fluoresceinldsung befillten Kapillarréhrchen bei 470 nm untersucht. Die Emission
von dem stumpfen Ende des Kapillarréhrchens wurde als homogen Uber die Breitseite des Kapillarréhrchens
beobachtet, im Gegensatz zu der konzentrierten Emission im Glas, die erwartet werden wiirde, wenn die Emis-
sion das Ergebnis einer Evaneszent-Wellen-Fluoreszenz sein wirde.

[0218] Die in der Fig. 20 dargestellten optischen Komponenten fiihren eine paraxiale epifluoreszierende Be-
strahlung der Spitze des Kapillarréhrchens aus, die vorteilhafte nicht anders zu erhaltende Ergebnisse bereit-
stellt. In Fig. 20 ist die Anregungsstrahlungsquelle 464 vorzugsweise eine blaue LED, wie sie beispielsweise
in der Industrie als superhelle LED bekannt ist und von LEDtronics bezogen werden kann. Die emittierten Flu-
oreszenzsignale werden von den Photodetektoren 466A und 4666 aufgenommen. Die Anregungsstrahlungs-
quelle 468 und die Photodetektoren 466A und 4666 werden von einer Befestigungsplatine 468 gehalten, die
auch die notwendigen Schaltkreise beinhaltet und die Filter in die Photodetektoren 466A und 4668 integriert.
Eine bevorzugte Befestigungsplatine ist bei Ealing Electrooptics erhaltlich und beinhaltet einen 0,5 inch Inter-
ferenzfilter mit Hochleistungssiliziumphotodioden in TO5 Gehausen. Die Anregungs- und Detektionskompo-
nenten werden direkt von der Befestigungsplatine 468 mit der verbundenen Elektronik getragen. Es ist von Vor-
teil, wenn die optischen Komponenten vorzugsweise < 1,0 inch im Durchmesser aufweisen. Eine Sammellinse
454, zwei dichroide Filter 456A und 4566, ein Spiegel 458, Interferenzfilter 460A—-C, und aspharische fokus-
sierende Linsen 462A—C leiten die Strahlung zur der Probe und von der Probe weg.

[0219] Wahrend die in Fig. 20 dargestellte Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung nur zwei Far-
ben/Wellenlangen beim Durchfiihren der Analyse verwendet, kdnnen die Fachleute das Ausflhrungsbeispiel
problemlos anpassen, damit drei oder mehr Farben analysiert werden kénnen. Um eine Drei- oder Mehrfar-
benanalyse bereitzustellen, kann das in

[0220] Fiq. 20 dargestellte Gerat mit zusatzlichen dichroiden Filtern und Photodetektoren ausgestattet wer-
den. Dariber hinaus ist vom Schutzbereich der vorliegenden Erfindung umfasst, dass eine simultane Aufspal-
tung der Wellenlangen auf einen linearen Photodetektoraufbau, wie er in der Industrie erhaltlich ist, fir eine
Mehrfarbenaufnahme mdglich ist. Wenn gemaf der vorliegenden Erfindung ein linearer Photodetektorenauf-
bau benutzt wird, ist es vorteilhaft, dass ein Prisma oder ein Strichgitter zusammen mit einer Linse und einem
Photodetektoraufbau oder CCD fiir die Detektion der mehrere Wellenlangen verwendet werden. Ein bevorzug-
ter linearer Photodetektoraufbau, der industriell erhaltlich ist, sammelt 15-30 Wellenlangenbereiche von 10 bis
20 nm, die jeweils zwischen 500 und 800 nm liegen. Verschiedene Konfigurationen der optischen Komponen-
ten, beispielsweise die Littrow Autokollimationskonfiguration fiir Gitter, die hauptsachlich in Monochrometern
verwendet wird, kdnnen durch die hier dargelegten Informationen ausgebildet werden, um die beste Anpas-
sung zwischen Sammeleffizienz, spektraler Auflésung und rdumlichen Vorgaben zu erzielen. Das Gerat aus
Fig. 20 wird im Folgenden weiter beschrieben, wobei es in einen in Fig. 21 dargestellten automatischen zykli-
schen Temperaturwechsler eingebaut ist.

[0221] Fig. 21 stellt eine schematische Darstellung einer anderen derzeit bevorzugten Ausfiihrungsform 400
bereit, die Komponenten fiir das schnelle zyklische Temperaturwechseln, Komponenten fir die Probenhand-
habung, und die in Fig. 20 dargestellten optischen Komponenten beinhaltet, die alle zusammenwirken, um
eine Fluoreszenzdetektion an der Spitze des Probenbehalters (Epifluoreszenz) bereitzustellen. Der in Fig. 21
dargestellte schnelle zyklische Temperaturwechsler mit Epifluoreszenzdetektion 400 hat bestimmte Vorteile.
Es ist klar, dass das beschrieben Ausflihrungsbeispiel ausschliellich beispielhaft fur die vorliegende Erfindung
ist, und dass die Fachleute viele unterschiedliche Anordnungen zum Ausfihren der hier beanspruchten Erfin-
dung erreichen kénnen.

[0222] In derin Fig. 21 dargestellten Ausfihrungsform, wird Luft durch eine Offnung 470 eingesaugt und folgt
im Allgemeinen dem durch die Linien 472 angezeigten Stromungsweg. Die Temperatur der Luft und demnach
die Temperatur des Kunststoff/Glas-Probenbehalters 450 wird vorzugsweise dadurch angepasst, dass eine
400 Watt Heizkartusche 474, die vorzugsweise eine bei Reheat Inc. erhaltliche ist, verwendet wird. Die Heiz-
kartusche 474 ist innerhalb eines zentralen Kanals 476 angeordnet. Ein Ventilator 498 ist vorgesehen, um die
Luft in dem angezeigten Weg 472 zu bewegen. Der Ventilator wird durch eine Antriebswelle 496 und einen
Motor 494 angetrieben. Der Motor 494 ist vorzugsweise ein Gleichstrom-Seltenerd-Bremsmotor, der vorzugs-
weise bei Escap AG erhaltlich ist und eine maximale Drehzahl von 15.000 Upm aufweist. Wenn die Kunst-
stoff/Glasprobenréhrchen 450 erwarmt werden, wird die Heizkartusche proportional angesteuert und der Ven-
tilator 1auft mit relativ geringer Geschwindigkeit (12 V, 0,5 A), um eine Temperaturhomogenitat fur alle Kunst-
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stoff/Glasréhrchen 450 bereitzustellen. Wenn die Kunststoff/Glas-Probenbehalter gekuhlt werden, ist die Heiz-
kartusche ausgeschaltet und der Motor 494 1auft mit einer hohen Geschwindigkeit (beispielsweise mit der oben
erwahnten bevorzugten Maximalgeschwindigkeit, die durch Anlegen von 27 V und 1,4 A erreicht wird). Der
Ventilator 498 blast die Luft in die Offnung 470 und aus dem Auslassanschluss 471.

[0223] In dem bevorzugten schnellen zyklischen Temperaturwechsler mit Epifluoreszenzdetektion 400 ist es
vorteilhaft, dass 24 Kunststoff/Glas-Probenbehalter 450 (von denen zwei in Fig. 21 dargestellt sind) symmet-
risch um die Heizkartusche 474 und den zentralen Kanal 476 angeordnet sind. Die Kunststoff/Glas-Probenbe-
halter 450 werden von einer Hiilse 451 aufgenommen, die (bedingt durch ihre versetzte Konstruktion) ein pra-
zises Justieren der Position jedes einzelnen individuellen Kunststoff/Glas-Probenbehalter 450 in einem kreis-
formigen Karussell 480 ermdglicht. Die Hilsen 451 sind vorzugsweise aus Messing hergestellt. Die von der
Achse versetzte Konstruktion der Hilse 451 ermdglicht es, dass jede Hulse 451 so ausgerichtet werden kann,
dass die Spitze der Kunststoff/Glas-Probenbehéalter 450 sowohl lateral als auch longitudinal genau auf dem
optischen in Fig. 21 dargestellten Brennpunkt ausgerichtet ist, zu dem Zeitpunkt zu dem der schnelle zyklische
Temperaturwechsler mit Epifluoreszenzdetektion 400 hergestellt wird.

[0224] Das Karussell 480 wird von einem Lager 482 (iber einem Gehause 490 getragen. Das Karussell 480
wird durch einen Schrittmotor 488 positioniert, der mit einem Antriebsgetriebe 484, das mit dem Motor 488 liber
eine Antriebswelle 486 verbunden ist, ausgestattet ist. Der Schrittmotor 488 ist ein Mirkoschrittmotor (wobei
eine Steuerung (nicht explizit in Fig. 21 dargestellt) von New England Affiliated Technology verwendet wird),
um Uber 10.000 Schritte pro Drehung des Karussells 480 bereitzustellen, wodurch eine genaue Positionierung
jeder Kunststoff/Glas-Probenbehalter 450 bereitgestellt wird. Das Innere des Gehauses 490 ist mit einem Iso-
liermaterial 492, vorzugsweise entsprechend dem vorher beschriebenen Isoliermaterial, ausgestattet. Die Ein-
bauten 476 dienen dazu, den Auslassanschluss 471 zu bilden und das Umgebungslicht abzuschotten.

[0225] Die Eig. 21A bis Fig. 21D stellen zusatzliche detaillierte Ansichten der Kunststoff/Glas-Probenbehalter
450 bereit und es wird auf sie Bezug genommen werden, um das bevorzugte Verfahren fur ihre Verwendung
zu erlautern. Der Kunststoff/Glas-Probenbehalter 450 beinhaltet einen Kapillarréhrchenabschnitt 450B, der an
einem Ende verschlossen ist. Der Kapillarrohrchenabschnitt 450B kann verschiedene Ausgestaltungen auf-
weisen und ist nicht nur auf die Kapillarréhrchen-artige Struktur limitiert. Es ist jedoch vorteilhaft, dass das in
dem Kunststoff/Glas-Probenbehalter 450 enthaltene Fluid nicht mehr als 1 ml ist, um eine Probentemperatur-
homogenitat und ein schnelles zyklisches Temperaturwechseln zu férdern. Zum Beispiel ist es von Vorteil, dass
das Material, aus dem der Kapillarréhrchenabschnitt 450B hergestellt ist, eine Warmeleitfahigkeit im Bereich
von unge fahr 20 bis 35 aufweist, geman der Formel (&%) x 10. Weitere Informationen beziiglich der Warme-
leitfahigkeit verschiedener Glaser kdnnen erhalten werden von: R. C. Weast & M. J. Astle, Handbook of Che-
mistry and Physics, Seite E-6 (1982) (CRC Press), welches hiermit durch Verweis mitaufgenommen wird. Die
Kunststoff/Glas-Probenbehalter 450 sind aulerdem mit einem Reservoirabschnitt 450C ausgestattet, der vor-
zugsweise aus einem geeigneten Kunststoff hergestellt ist und mit dem offenen Ende des Kapillarréhrchenab-
schnitts 450B verbunden ist. Wahrend viele unterschiedliche Materialien fir den Reservoirabschnitt 450C ver-
wendet werden kénnen, ist es vorteilhaft, dass ein Kunststoffmaterial in einer Trichterform ausgebildet wird und
an dem Kapillarréhrchenabschnitt 450B befestigt wird.

[0226] Eine Probe S wird in den zusammengesetzten Kunststoff/Glas-Probenbehalter 450 mittels einer Pipet-
te P, oder einem anderen geeigneten Instrument, entweder manuell oder in einem automatisierten Ablauf ein-
gefillt. Es ist vorteilhaft, dass das Volumen der Probe in einem Bereich von ungefahr 0,01 pl bis ungefahr
10.000 pl, noch vorteilhafter in einem Bereich von ungefahr 0,01 pl bis ungefahr 100 pl, und am vorteilhaftesten
in einem Bereich von ungefahr 0,01 pl bis ungefahr 10 pl liegt, wobei ungefahr 5 ul das am meisten bevorzugte
Volumen ist. Sobald einmal eine Probe in jeden Kunststoff/Glas-Probenbehéalter 450 gegeben ist, werden die
Kunststoff/Glas-Probenbehalter mit geringer Geschwindigkeit zentrifugiert, um die Proben in der Spitze des
verschlossenen Endes des Kapillarréhrchenteils 450B anzuordnen, so dass die Probe eine 0,2 bis 2,0 cm lan-
ge Fluidsaule 450A, wie am besten in Fig. 21B zu sehen ist, bildet. Ein Stopper 450D (der vorteilhafterweise
als Kunststoffstdpsel ausgebildet ist) wird dann in den Reservoirabschnitt 450C gesetzt, um den Kunst-
stoff/Glas-Probenbehalter 450, wie am besten in Fig. 21C gezeigt ist, zu versiegeln, und der Kunst-
stoff/Glas-Probenbehalter 450 wird dann in die Hulse 451 in dem schnellen zyklischen Temperaturwechsler mit
Epifluoreszenzdetektion 400 gesetzt. Es liegt ebenfalls innerhalb des Umfangs der vorliegenden Erfindung, an-
dere Konstruktionen zum Versiegeln des Kapillarrohrchenabschnitts 450B bereitzustellen.

[0227] Der Kapillarréhrchenabschnitt 450B des Kunststoff/Glas-Probenbehélters 450 ist vorzugsweise ein

Glaskapillarréhrchen, das in der Industrie erhaltlich ist und einen inneren Durchmesser von 0,8 mm und einen
auleren Durchmesser von 1,0 mm aufweist, und das an dem einen Ende geschlossen/versiegelt ist und sich
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an dem anderen Ende trichterformig erweitert, um das Kunststoffreservoir 450C aufzunehmen. Die Kunst-
stoff/Glas Probenbehalter 450 kénnen problemlos und wirtschaftlich hergestellt werden. Die Form der Spitze
450E des Kapillarrohrchenabschnitts 450B ist fir die optische Effizienz optimiert. Flache Spitzen sind genauso
wie Spitzen mit unterschiedlicher aufderer und innerer Krimmung auch vom Schutzbereich der vorliegenden
Erfindung umfasst. Die Fachleute kdnnen die effizienteste Ausgestaltung fir die Spitze auswahlen.

[0228] Wie aus den Fig. 21A bis Fig. 21D erkennbar ist, stellt der Zusatz einer Befillvorrichtung aus Kunst-
stoff und von Versiegelungskonstruktionen fiir die Kapillarrohrchen aus Glas grof3e Vorteile bereit und ermég-
licht eine effiziente Verwendung der Kapillarréhrchen aus Glas, wobei deren erstrebenswerte thermalen Eigen-
schaften erhalten bleiben. Es ist offensichtlich, dass es innerhalb des Umfangs der vorliegenden Erfindung
liegt, dass die Proben zu den Kunststoff/Glas-Probenbehaltern 450 gegeben werden und die Proben in einem
Format mit 96 Vertiefungen einem Zentrifugieren unterzogen werden. Darlber hinaus liegt es innerhalb des
Umfanges der vorliegenden Erfindung, dass die Kunststoff/Glas-Probenbehalter einzeln in den schnellen Tem-
peraturwechsler mit Epifluoreszenzdetektion 400 geladen werden, und es liegt ebenfalls innerhalb des Umfan-
ges der vorliegenden Erfindung, dass eine Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung zum Laden der Kunst-
stoff/Glas-Probenbehalter 450 in ein Format mit 96 Vertiefungen oder ein beliebiges anderes Format bereitge-
stellt wird.

[0229] Vorteilhafterweise stellen die zusammengesetzten Kunststoff/Glas-Probenbehalter 450 einen prakti-
schen und kostengiinstigen Probenhalter bereit. In der Ausfiihrungsform von Fig. 21 ist es vorteilhaft, dass die
Fluoreszenz von einer einzelnen Probe ein- bis zehnmal pro Sekunde aufgenommen wird. Wenn die Fluores-
zenz von multiplen Proben mit der vorteilhaften Geschwindigkeit aufgenommen werden soll, miissen die Pro-
ben durch eine Drehung des Karussells 480 relativ schnell in Position bewegt werden. Mit dem vorteilhaften
Schrittmotor 488 und den entsprechenden Steuervorrichtungen (die mit Hilfe der hier bereitgestellten Informa-
tion gewahlt werden kénnen) kann jede der 24 Proben schnell und genau an die in Fig. 21 dargestellt Uber-
wachungsposition bewegt werden.

[0230] Wenn das Fluoreszenzsignal von jeder Probe fiir 100 ms aufgenommen wird, betragt die Signalvaria-
tion (mit Repositionierung) weniger als 1% (< 1%). Es wird verstandlich sein, dass es innerhalb des Schutzbe-
reichs vorliegender Erfindung liegt, die Signalaufnahmezeit zu verringern, die Ubergangsgeschwindigkeiten zu
vergrofern, und auch die Variationskoeffizienten durch wiederholte Stichproben zu beobachten. Wenn 24 Pro-
ben abgearbeitet werden, und das Karussell ohne Stopp mit einer Geschwindigkeit zwischen 1 bis 10 Umdre-
hungen pro Sekunde gedreht wird, stehen jeder Probe 0,37 bis 3,7 ms fur Anregung und Detektion zur Verfu-

gung.

[0231] Durch Verwendung der hier erlauterten Informationen, kann ein Fachmann auswahlen, ob das Fluo-
reszenzsignal mittels Software oder Hardware integriert wird. In einem bevorzugten Ausfihrungsbeispiel wird
eine graphische Programmsprache in Verbindung mit dem schnellen Temperaturwechsler mit Epifluoreszenz-
detektion 400 verwendet, die beispielsweise in der Industrie als LabView (erhaltlich von National Instruments)
bekannt ist, und die Unterprogramme fir die Signaldetektion und -Integration aufweist. In einem anderen be-
vorzugten Ausflhrungsbeispiel wird die Integration durch die Hardware mit variabler Integrationszeit (Benut-
zerjustierbare Sensitivitatssteuerung) durchgefihrt, so dass die Signale ein Level erreichen, das optimal fur
eine Analog-zu-Digital Konvertierung ist.

[0232] Aufgrund der Verwendung des in Fig. 21 dargestellten schnellen zyklischen Temperaturwechslers mit
Epifluoreszenzdetektion 400, ermdglicht die kontinuierliche Uberwachung der Probe, wahrend die Reaktion
stattfindet, eine Festlegung des Temperaturzyklusanforderungen wahrend der Vervielfaltigung, die auf der kon-
tinuierlichen Uberwachung von Denaturierung, Anlagerung und Verlangerung basieren. Dies steht im Gegen-
satz zum Stand der Technik, bei dem alle Zyklusparameter festgelegt und programmiert sind, bevor die Ver-
vielfaltigung anfangt. Gemal dem Stand der Technik wird, wenn komplementare Oligonukleotide, die aquiva-
lent zu dem bei der geringsten Temperatur schmelzenden Primer sind, verwendet werden, die Anlagerungsef-
fizienz auch wahrend der frihen Zyklen kontrolliert. In vielen Fallen kénnen Verlangerung und Denaturierung
mit Doppelstrang DNS Farbstoffen nur wahrend spaterer Zyklen, wenn geniigend Produkt hergestellt ist, Gber-
wacht werden. Signifikanterweise ist eine solche Anforderung gewoéhnlich nicht das Problem, da Denaturie-
rungs- und Verlangerungsbedingungen ausreichend zuganglich gemacht wurden, um die meisten Produkte zu
vervielfaltigen, und die Daten aus der ersten Vervielfaltigung kbnnen dazu benutzt werden, die nachfolgenden
Durchlaufe zu optimieren.

[0233] Es wird weiter auf Eig. 21 Bezug genommen; eine Benutzeroberflache und eine Instrumentensteue-
rung 500 kénnen hergestellt werden, wobei die in Verbindung mit Fig. 11 dargelegten Informationen verwendet
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werden. Als ein bevorzugtes Beispiel einer Benutzeroberflache und Instrumentensteuerung, stellt ein PENTI-
UM™ Mikrocomputer, der die LabView Programmsprache mit einer 12-bit Multifunktions-Eingangs-/Ausgangs-
karte (erhaltlich bei National Instruments) betreibt, die Datenaufnahme und Steuerung bereit. Es ist vorteilhaft,
dass die analogen Ausgangssignale dazu verwendet werden, die mit den Photodetektoren 466A und 466B in
Verbindung stehenden Verstarker zu justieren. Die analogen Eingangskanale messen sowohl die Temperatur
der Probe mit Hilfe des Thermoelements 499 als auch die von der Probe durch die Photodioden detektierte
Fluoreszenz. Die in der Fig. 21 dargestellte Benutzeroberflache und Instrumentensteuerung stellt auch eine
digitale Eingangs-/Ausgangssteuerung der Anregungsstrahlungsquelle 468, der Richtung des Schrittmotors
488, der Heizkartusche 474, und des Ventilators 498 bereit.

[0234] Wenn eine kontinuierliche Fluoreszenziberwachung der PCR Proben, die den Doppelstrang DNS
Farbstoff SYBR® Green | oder fluoreszierend markierte Oligonukleotide beinhalten, stattfindet, kbnnen Sonden
dazu verwendet werden, die Hybridisierung und das Schmelzen, wahrend der einzelnen Vervielfaltigungszyk-
len zu GUberwachen. Diese Information kann firr verschiedene Ausgestaltungen der Benutzeroberflache und In-
strumentensteuerung 500 verwendet werden, um verbesserte und kundengerechte Temperaturzyklusbedin-
gungen bereitzustellen. Die Vorteile des Verwendens der Hybridisierungs-Informationen fir den Temperatur-
zyklus beinhalten:

(A) Das Sicherstellen, dass eine vollstandige Denaturierung des PCR Produkts bei jedem Zyklus auftritt,

wobei:

das den exzessiven hohen Denaturierungstemperaturen Aussetzen minimiert wird, wodurch hitzebedingte

Schaden an den Vervielfaltigungsprodukten und der Polymerase vermieden

die Reaktionsspezifizitat gesteigert wird, indem die Denaturierungstemperatur minimiert wird, was Produkte

mit einem hoéheren T, als das beabsichtigte Vervielfaltigungsprodukt gusselektiert.

(B) Das Maximieren der Vervielfaltigungseffizienz, indem eine angemessene Zeit fir die Produktverlange-

rung in jedem Zyklus sichergestellt ist, wobei:

der Zeitbetrag, der fir die Vervielfaltigung erforderlich ist, minimiert wird, indem die Vervielfaltigung nicht

langer als fur die vollstandige Produktverlangerung nétig ist, zugelassen wird; die Reaktionsspezifizitat ver-

bessert wird, indem langere Produkte als das beabsichtigte Vervielfaltigungsprodukt ausselektiert werden.

(C) Das Maximieren der Vervielfaltigungseffizienz, indem eine angemessene Zeit fir die Produktverlange-

rung in jedem Zyklus sichergestellt wird, wobei:

der fur die Vervielfaltigung nétige Zeitbetrag minimiert wird, indem die Vervielfaltigung als nicht langer als

fur die vollstandige Produktverlangerung zugelassen wird;

Die Reaktionsspezifizitat verstarkt wird, indem Produkte, die langer als das beabsichtigte Vervielfaltigungs-

produkt sind, gusselektiert werden. Dies wiirde mehr Zeit erfordern, als Zeit zugeteilt ist, um die Produkt-

verlangerung zu vervollstandigen.

(D) Das Initiieren der thermalen Zyklusanderungen abhangig von dem Level der erhaltenen Fluoreszenz

oder der gegenwartigen Effizienz der Vervielfaltigung. Zum Beispiel, kénnen Uber-Vervielfaltigung und

nicht-spezifische Reaktionsprodukte dadurch minimiert werden, dass der Temperaturzyklus beendet wird,

wenn die Effizienz unter ein bestimmtes Level fallt. Wie in einem anderen Beispiel, kann der Temperaturzy-

klus modifiziert werden, um langsamere Temperaturrampen flir die Schmelzkurvenaufnahme zu initiieren,

wenn die Fluoreszenz detektierbar wird, Dies spart Zeit, da die langsameren Rampen nicht in friheren Zy-

klen verwendet werden miissen. Andere erstrebenswerte Anderungen werden evident durch das regelma-

Rige Verwenden der Erfindung.

(E) Das Minimalisieren der Uber-Vervielfaltigungs-Schaden an dem PCR Produkt und/oder Initiieren der

Schmelzkurvenaufnahme, bevor die Uber-Vervielfaltigung den Hintergrund der nicht-spezifischen Reakti-

onsprodukte vergrofert hat.

[0235] Die Benutzeroberflache und die Instrumentensteuerung 500 kénnen vorprogrammierten Zeit/Tempe-
ratur-Sollwerten folgen, und/oder kénnen, vorteilhafterweise, detektierte Fluoreszenzwerte aufnehmen und die
aufgenommenen Fluoreszenzwerte dazu verwenden, einen oder mehrere Reaktionsparameter in Echtzeit zu
andern oder anzupassen, um die erhaltenen Resultate zu optimieren. Wie hier verwendet wird, beinhaltet, aber
ist nicht darauf beschrankt, der Begriff "Reaktionsparameter" jeden Parameter, der als Basis flir das Steuern
einer Reaktion verwendet wird. Diese Reaktionsparameter beinhalten, sind aber nicht darauf beschrankt, die
Denaturierungstemperatur und -zeit, die Primeranlagerungstemperatur und -zeit, die Sondenanlagerungstem-
peratur und -zeit, die Enzymverlangerungstemperatur und -zeit, und die Anzahl der Zyklen. Im Allgemeinen ist
die Steuerung der Reaktion anfanglich auf einer Abschatzung der Reaktionsparameter aus den Fluoreszenz-
daten basiert. Die urspriinglichen Fluoreszenzdaten werden entweder als Anderung der Fluoreszenz iiber die
Zeit (Temperaturspezifische Raten der Denaturierung, Anlagerung und Verldngerung), oder als Anderung der
Fluoreszenz Uber die Temperatur (Produkt- oder Sonden T,.), oder als Anderung im Umfang der Vervielfalti-
gung (Vervielfaltigungsausbeute und -effizienz) aufgenommen. Diese Geschwindigkeiten, T s, und ihre ersten
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und zweiten Ableitungen werden dazu verwendet, die optimalen Reaktionsparameter, wie Denaturierungstem-
peratur und -zeit, Primeranlagerungstemperatur und -zeit, Sondenanlagerungstemperatur und -zeit, Enzym-
verlangerungstemperatur und -zeit und Anzahl der Zyklen festzulegen.

[0236] Wie in dem hochwertigen Blockdiagramm von Fig. 22C gezeigt ist, werden die Aufgaben aufgeteilt
zwischen denen, die von einem Teil der Benutzeroberflaiche und Instrumentensteuerung 500 (was vorzugswei-
se eine IBM kompatibler Computer sein kann, der eine auf den hier dargelegten Lehren basierende Program-
mierung verwendet) (die Blécke 500A bis 500E in Fig. 22C) ausgefihrt werden, und denen, die von den ver-
bleibenden Komponenten (Blocke 500A und 500G bis 5008 in Fig. 22C) des schnellen zyklischen Tempera-
turwechslers mit Epifluoreszenzdetektion 400 ausgefiihrt werden. Es sollte klar sein, dass das Blockdiagramm
von Fig. 22C lediglich beispielhaft ist und dass viele verschiedene Anordnungen zur Durchfiihrung der vorlie-
genden Erfindung verwendet werden kénnen.

[0237] Als ein Beispiel fur die Vorteile des in Fig. 22C gezeigten Aufbaus, wird die Steuerung des Produkt-
schmelzens diskutiert. Ein Schmelzsignal-Fluoreszenzwert wird fir das beabsichtigte PCR Produkt aufgenom-
men und eine Ausgangswert-Fluoreszenz wird fir die Probe, die das Reaktionsgemisch enthalt, bei der Tem-
peratur, bei der sichtbar ist, dass das Produkt vollstandig geschmolzen ist, aufgenommen. Jeder Zyklus der
Reaktion benutzt diesen Fluoreszenzwert als Zielwert. Der in diesem Beispiel beschriebene Ansatz verwendet
zwei Stufen, um eine Zeitverzégerung bereitzustellen, um der Anforderung zu entsprechen, den Fluoreszenz-
wert an einen separaten PC Computer zu schicken. Mit jedem Produktschmelzschritt, wird die Temperatur er-
hoht bis die Fluoreszenz einen Zwischenwert erreicht, dann wird die an die Heizvorrichtung angelegte Leistung
reduziert, so dass eine Temperaturrampe von ungefahr 3°C pro Sekunde ausgepragt wird, damit der PC Com-
puter geniigend Zeit hat, die Fluoreszenz zu analysieren und an die anderen Komponenten zu Ubermitteln,
dass eine Produktdenaturierung aufgetreten ist. Das resultierende Zeit/Temperatur-Diagramm ist in Eig. 22D
gezeigt. Eig. 22D zeigt einen charakteristischen Anstieg in der Schmelztemperatur nach 20 Zyklen, da die Kon-
zentration des Vervielfaltigungsprodukts wéachst. Dies ist bedingt durch die Tatsache, dass die Produkt T, eine
Funktion der Produktkonzentration ist.

[0238] Als ein Beispiel der weiteren Vorteile des in Eig. 22C gezeigten Arrangements wird die Produktanla-
gerung/-verlangerung diskutiert, Wahrend eines ausgedehnten Haltens auf einer kombinierten Anlage-
rungs-/Verlangerungstemperatur, wird die Fluoreszenz der Probe aufgenommen, und die Information wird
dazu verwendet, dass eine angemessene, aber nicht UbermaRige Zeit fur die Produktverldngerung zugelassen
wird. Die Fluoreszenz wird in 10 Sekunden Intervallen aufgenommen, und, wenn die Fluoreszenz mehr steigt
als ein vorher festgelegtes Verhaltnis (typischerweise 1,0 bis 1,05), wird der Anlagerungs-/Verlangerungs-
schritt fortgesetzt.

[0239] Andererseits wird der nachste Produktschmelzschritt initiiert. Das Intervall von 10 Sekunden ist so ge-
wahlt, dass ein Minimum von 20 Sekunden auf der kombinierten Anlagerungs-/Verlangerungstemperatur ga-
rantiert wird.

[0240] Fig. 22E zeigt ein Fluoreszenz/Zeit Diagramm, das einen charakteristischen Anstieg in der Verweil-
dauer auf der kombinierten Anlagerungs-/Verlangerungstemperatur, wenn die Konzentration des Vervielfalti-
gungsprodukts wachst, darstellt. Dies ist bedingt durch die Tatsache, dass, da die Primerkonzentration und die
Polymerase begrenzt werden, mehr Zeit benétigt wird, um die Produktvervielfaltigung mit jedem Zyklus zu voll-
enden.

[0241] Als noch ein anderes Beispiel der Vorteile der in Fig. 22C gezeigten Anordnung wird das Vervielfalti-
gungs-"Plateau" diskutiert. Am Ende jedes Anlagerungs-/Verlangerungsschritts, wird der Fluoreszenzwert auf-
genommen und gespeichert. Wenn dieser Wert auf das 1,2-fache des niedrigsten Endzyklus-Fluoreszenz-
werts ansteigt und dann unter einem Benutzer definierbaren Verhaltnis (typischerweise 1,0 bis 1,02) aufhoért
zu Wachsen, wird der Temperaturzyklus abgebrochen. Alternativ wird ein Schmelzkurven-Aufnahmeschritt in-
itiiert, indem eine langsame Temperaturrampe von 0,1°C/s-0,2°C/s durch das Produkt T,, eingegeben wird und
die Fluoreszenz kontinuierlich Gberwacht wird. Das in Fig. 22D gezeigte resultierende Fluoreszenz/Zeit-Dia-
gramm zeigt, dass nach 25 Vervielfaltigungszyklen das Verhaltnis des Zyklus — flir Zyklus Fluoreszenzwachs-
tums unter 1,0 fallt und die Reaktion abgebrochen wird. Es ist verstandlich, dass dieser Ansatz dazu verwendet
werden kann, fir jede Probe eine hoch aufgeldste Schmelzkurve aufzunehmen. Wenn eine Probe sein Verviel-
faltigungs-"Plateau"” erreicht, kann eine Schmelzkurve fir diese Probe aufgenommen werden, dann kann der
regulare Temperaturzyklus wieder aufgenommen werden, bis eine andere Reaktion ihr Vervielfaltigungs-"Pla-
teau" erreicht.
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[0242] Fig. 22E zeigt nitzliche Temperatur-gegen-Zeit Abschnitte flr die Fluoreszenz-Hybridisierungs-Uber-
wachung. Die Produktschmelzkurven werden wahrend eines langsamen Temperaturanstiegs auf die Denatu-
rierung erhalten. Indem die Temperatur nach der Denaturierung schnell auf eine konstante Temperatur ernied-
rigt wird, kdnnen Produkt-, Sonden-, oder Primeranlagerung detektiert werden. Die Probenschmelzkurven wer-
den durch ein langsames Erwarmen rund um die Temperatur der Sonden-T,, erhalten. Die Fachleute kdnnen
ohne Weiteres das in Fig. 21 dargestellte System dazu verwenden, die nétige Analyse wahrend des Tempe-
raturzyklus bereitzustellen, wenn gewlinscht in Echtzeit, um bis dahin die nicht zuganglichen Informationen der
Eigenschaften des Produkts, der Sonde und des Primers bereitzustellen, wobei die hier beschriebene Hard-
ware und Software benutzt wird.

[0243] Der absolute mengenmafige Nachweis des Produkts wird ebenfalls vorteilhafterweise ausgefiihrt.
Das kontinuierliche Uberwachen der Doppelstrang DNS-Bildung erlaubt einen direkten, absoluten mengenmé-
Rigen Nachweis der DNS durch die Wiederanlagerungskinetiken. Die Probentemperatur wird schnell von der
Denaturierungstemperatur verringert und auf einer niedereren Temperatur, die aber noch hoch genug ist, um
eine Anlagerung der Primer zu verhindern, konstant gehalten. Die dann folgende Wiederanlagerungsge-
schwindigkeit des Produkts folgt einer Kinetik zweiter Ordnung. Wenn verschiedene DNS-Konzentrationen ge-
testet werden, ist die Form der Wiederanlagerungskurve charakteristisch fiur die DNS-Konzentration (vgl.
Fig. 26). Fur jedes beliebige gestellte PCR Produkt und jede Temperatur, kann eine Geschwindigkeitskonstan-
te zweiter Ordnung gemessen werden. Ist die Geschwindigkeitskonstante einmal bekannt, kann jede unbe-
kannte DNS-Konzentration aus den experimentellen Wiederanlagerungsdaten bestimmt werden. Die Kurven
kénnen durch eine nichtlineare Fehlerquadratregressionsmethode wahrend des Temperaturzyklus in Echtzeit
angepasst werden, indem die LabView Programmierumgebung (vorher erlautert) verwendet wird. Das Kihlen
erfolgt nicht instantan, und es tritt ein wenig Wiederanlagerung auf, bevor eine konstante Temperatur erreicht
wird, aber gemaR vorliegender Erfindung berlcksichtig dies die Regressionsanalyse. Die Technik erfordert ein
reines PCR Produkt, aber dies kann verifiziert werden, indem die Schmelzkurven auch wahrend des Tempe-
raturzyklus aufgenommen werden. Der mengenmafRige Nachweis durch die Wiederanlagerungskinetik ist un-
abhangig von einem Signallevel und wird nicht durch Unterschiede in dem Probenvolumen beeinflusst.

[0244] Fig. 28 ist eine schematische Darstellung einer anderen Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung,
die mehrere in dem Ausfuhrungsbeispiel von Eig. 21 beinhaltete Strukturen aufweist. Um eine knappe Be-
schreibung des Ausfuhrungsbeispiels von Eig. 28 bereitzustellen, werden nur die signifikanten Unterschiede
zwischen den in Eig. 21 dargestellten Komponenten und den in Eig. 28 dargestellten Komponenten erlautert,
wobei es selbstverstandlich ist, dass ein Fachmann ohne Weiteres die hier dargelegten Informationen dazu
verwenden kann, die erfindungsgemafRen Ausfihrungsbeispiele herzustellen. Fig. 27A und Fig. 27B sind
schematische Querschnittsansichten des in Fig. 28 dargestellten Ausfiihrungsbeispiels in einem Betriebs-
bzw. einem Beladezustand.

[0245] Das in Fig. 28 dargestellte Ausflihrungsbeispiel ist ein schneller zyklischer Temperaturwechsler, der
im allgemeinen mit 502 bezeichnet wird, mit Fluoreszenzdetektion an der Spitze der Probenbehalter, wobei die
Probenbehalter automatisch in zwei Dimensionen ausgerichtet werden, was das Fluoreszenzsignal, das von
der Probe erhalten wird, verbessert. Fig. 29 ist eine perspektivische Ansicht des AuReren der Ausfiihrungs-
form der vorliegenden Erfindung, die die in der schematischen Darstellung von Eig. 28 illustrierten Komponen-
ten beinhaltet.

[0246] Wie in de Fig. 28 und Fig. 29 zu sehen ist, halt ein entfernbares kreisférmiges Tablett 483 zweiund-
dreiBig Proben. Das entfernbare kreisférmige Tablett 483 wird dann in den schnellen zyklischen Temperatur-
wechsler 502 gesetzt, so dass es mit einem Karussell 481, das durch einen Motor 488 angetrieben wird, in
Eingriff geht. Wenn sich das Karussell 481 dreht, wird ein Halleffekt-Positions-Lokalisator verwendet, um das
Karussell 481 genau zu positionieren, so dass jede Probe exakt Gber einem Fluorimeteraufbau 459 positioniert
wird. Der Fluorimeteraufbau 459 beinhaltet vorzugsweise eine LED-Quelle 459A, drei Photodioden 459B, fo-
kussierende Linsen 459C, und ein Filteraufbau 459D. Der Fluorimeteraufbau 459 ahnelt in Konstruktion und
Funktion dem in Fig. 20 dargestellten.

[0247] Besonders vorteilhafterweise ist das Fluorimeter auf einem Schlittenlager 493, das durch einen late-
ralen Schrittmotor 491 bewegt wird, angebracht. Wenn sich das Karussell 481 dreht, werden die zusammen-
gesetzten Kunststoff/Glas-Probenbehalter 450 genau tiber dem Fluorimeteraufbau 459 in Richtung des Karus-
sells positioniert und die Position wird durch das Gerat mittels eines Halleffekt-Positions-Lokalisators 495 fest-
gestellt, wahrend der laterale Schrittmotor 491 die Position des Fluorimeteraufbau 459 in einer zweiten Dimen-
sion justiert, und die Position feststellt. Demnach stellt der zyklische Temperaturwechsler 502 eine verbesserte
Platzierung der mehreren Proben in dem Geréat bereit, wobei ein entfernbares Probentablett 483 benutzt wird,

33/133



DE 697 38 605 T2 2009.04.30

und stellt damit eine verbesserte Detektion eines Fluoreszenzsignals von der Probe bereit.

[0248] In den Fig. 30A bis Fig. 30V sind detaillierte schematische Diagramme bereitgestellt, die die bevor-
zugten Konfigurationen der elektrischen Komponenten des in den Fig. 29 und 30 dargestellten schnellen zy-
klischen Temperaturwechslers 502 zeigen. Es ist selbstverstandlich, dass die Diagramme in den Fig. 30A bis
Fig. 30V lediglich einen bevorzugten Aufbau fir das Ausfihren der bestimmten Aspekte vorliegender Erfin-
dung darstellen, und die Diagramme nicht beabsichtigen, den Schutzbereich der vorliegenden Erfindung ein-
zuschranken. Um die Klarheit der Diagramm zu verbessern, wurden die Bezeichnungen, die in der Industrie
gewohnlich verwendet werden, in diesen Diagrammen beibehalten und werden in der unten aufgefuhrten Liste
der entsprechenden Teile aufgeflhrt.

Teilelist-Mainboard

Artikel Anzahl Bezugszeichen Teil

1 1 BT1 3V Lithium
2 9 C1,C2, C3, C8, C9, C13, C18, C24, C26 1UF

3 7 C4, C5, C10, C12, C14, C15, C17 1UF

4 2 C7,C6 100UF

5 6 C11, C16, C19, C20, C21, C22 18pF

6 1 C23 47UF

7 2 C25, C:21 22UF

8 2 C28, C29 10UF

9 1 F1 1A

10 1 IC1 AD594

11 2 IC2, IC3 DS5000FP
12 1 IC4 LM324

13 8 IC5, IC7,1C10, R13, R17, R18, R21, R22 10K

14 2 IC6, IC8 MS62256
15 2 IC9, IC10 DS2003
16 1 IC11 TLC1451
11 1 IC12 7432

18 1 IC13 PT5101
19 1 IC14 PT5102
20 1 IC15 7404

21 1 IC16 PIC16C54
22 1 IC17 MAX232
23 1 IC18 LM4040
24 1 IC19 LTC1293
25 1 IC20 LTC1286
26 1 IC21 LM385 1.2
27 1 IC22 LTC1144
28 2 IC23, IC24 PVG612S
29 1 JP1 HALL SENSOR
30 1 JP2 FLO1

31 1 JP3 FLO3

32 1 JP4 FLO2

33 1 JP5 MAIN HEADER
34 1 J1 CON2

35 1 LED1 STEP
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36 1 LED2 TEMP

37 2 LED3, LED4 Rot/Griin LED
38 1 P1 SERIAL CONNECTOR
39 1 Q1 2N5484

40 1 Q2, Q3, Q4; Q5, Q6, Q7, Q8, Q9, Q10, Q11 NDS351

41 1 R1 4.87K 1%

42 4 R2, R4, R5, R6 10K 1%

43 1 R3 2.74K 1%

44 1 R7 200

45 8 RS, R9, R10, R11, R19, R20, R28, R29 470

46 2 R15, R12 100

47 3 R14, R16, R23 1K

48 4 R24, R25, R26, R27 4.7K

49 1 S1 TYPE J

50 1 Y1 20.0000

51 2 Y3, Y2 14.745600
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Teileliste-POWER BOARD

Artikel Anzahl Bezugszeichen Teil

1 3 C1, C5,C6 330UF

2 1 C2 47UF

3 1 C3 1000UF

4 1 C4 22UF

5 1 Cc7 1000F

6 1 C8 220UF

7 5 C9, C10, C11,C12, C13 AUF

8 2 C15, C16 10UF

9 2 DR1, DR2 IM481H

10 1 D1 IN5232

11 2 D2, D4 IN4756

12 2 D5, D3 11DQO6

13 1 F1 2A

14 4 IC1, 1C2, IC3, IC4 HCPL2630

15 1 IC5 LM2574hv8

16 2 IC7,1C6 PVG612S

17 1 IC8 MOC3020

18 1 IC9 TLC1451

19 1 IC10 LM324

20 1 IC11 BRIDGE

21 1 IC12 LTC 1144

22 1 JP1 HEADER 14

23 2 JP2, JP3 4 HEADER

24 1 JP4 HEADER 12

25 2 L2, L1 330UH

26 1 Q1 4008

27 9 R1, R2, R4, R5, R3, R7, R8, R9, R10 470

28 1 R3 360

29 7 R11, R13, R14, R16, R17, R18, R19 10K

30 1 R12 4.7K

31 1 R15 1K

32 1 R20 261

33 1 R21 866

34 1 R22 650

35 1 R23 180

36 2 S1, S2 110/220

37 1 T1 TRANSFORMER FLAT
COMPACT

38 1 VR1 LM2575

36/133




DE 697 38 605 T2 2009.04.30

Teileliste-INTEGRATOR

Artikel Anzahl Bezugszeichen Teil

1 2 C1,C2 1UF

2 1 C3 .01

3 1 IC1 ACF2101
4 1 IC2 OPT301
5 1 IC3 OPAB27
6 1 IC4 REF200
7 1 J1 CONG

8 1 P1 500

9 1 R1 30M

10 1 R2 100K

11 2 R3, R4 10K

12 2 R5, R6 100
Teileliste-HALL EFFEKT

Artikel Anzahl Bezugszeichen Teil

1 1 IC1 HAL115
2 1 J1 CON3

3 1 R1 10K

[0249] Der beispielhafte Programmcode, der in Verbindung mit den Komponenten aus den Fig. 28, Fig. 29
und Fig. 30A bis Fig. 30V verwendet wurde, istim Programmcodeanhang B beschrieben, der beiliegt und hier-
mit durch Verweis mitaufgenommen wird.

[0250] GemaR einer anderen Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung wird ein Handhabungssystem be-
reitgestellt, um kleinvolumige Probenbehalter mit fliissigen Proben zu befiillen, insbesondere Proben, die
durch die Detektion der emittierten Fluoreszenz analysiert werden. Die Probenbehalter weisen typischerweise
ein Volumen von weniger als 1 ml auf, und kénnen in Form eines Réhrchens (d. h. ein Kapillarrohrchen) oder
einer "flachen Kapillare", bei der der Kapillarraum durch zwei voneinander beabstandete, an ihren Kanten ver-
siegelte Platten oder Blatter definiert wird, vorliegen. Die Probenbehalter weisen typischerweise ein Volu-
men-zu-Aufienflache Verhaltnis von ungefahr 1 mm, noch typischerweise von weniger als 0,5 mm auf. Die Ka-
pillarréhrchen mit einem Innendurchmesser von weniger als 1 mm weisen ein Verhaltnis Volumen-zu-Oberfla-
che von weniger als 0,25 mm auf. Das gemaf der vorliegenden Erfindung verwendete Behaltnis ist vorzugs-
weise aus einem optisch transparenten Material gebildet. Bevorzugte Materialien sind optisch durchlassig fur
Licht mit einem Wellenldngenbereich von ungefahr 400 nm bis ungefahr 800 nm. Die Verwendung solcher Ma-
terialien ermdglicht die Detektion eines Fluoreszenzsignals, das in einer in dem Behalter enthaltenen flissigen
Probe erzeugt wird. Darlber hinaus ermdglicht die Verwendung von Behaltern mit einem niedrigen Volumen —
zu Oberflache Verhaltnis fir die Analyse der Fluoreszenz von einer fluoreszierenden Probe eine effizientere
Detektion der Fluoreszenz bedingt durch die verbesserte innere Totalreflexion.

[0251] Behalter mit einer groen Oberflache-zu-Volumen Verhaltnis (oder andersherum einem niedrigen Vo-
lumen-zu-Oberflache Verhaltnis) kdnnen schwierig mit einer flissigen Probe zu beflllen sein. Vorteilhafterwei-
se hilft das Probenhandhabungssystem der vorliegenden Erfindung dabei, diese Schwierigkeiten zu tberwin-
den. Gemal einer Ausfiihrungsform wird ein Behalter mit einem hohen Verhaltnis Oberflache-zu-Volumen und
einem offenen Ende mit einer trichterférmigen Kappe, die auf das offene Ende des Behalters passt, ausgestat-
tet, um das Einflllen der flissigen Proben in den Behalter zu erleichtern. Die trichterformige Kappe beinhaltet
eine erste Probenaufnahmedffnung und eine zweite Probentransferéffnung und eine Vorrichtung zum I6sbaren
Befestigen der trichterformigen Kappe an dem Behalter, so dass die Probentransferéffnung der trichterférmi-
gen Kappe und das offenen Ende des Behalters zueinander ausgerichtet sind. In einer Ausfuhrungsform ist die
trichterformige Kappe eine Kunststoff- oder Gummikonstruktion und ist derart ausgebildet, dass der innere
Durchmesser der Probentransferéffnung einen Reibschluss mit dem auReren Durchmesser des Behalters in
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der Nahe von dessen offenem Ende eingeht. Dem Fachmann sind jedoch auch andere Vorrichtungen zum an-
einander Koppeln der trichterformigen Kappe und des Behalters bekannt, die innerhalb des Umfangs der vor-
liegenden Erfindung liegen und die die Verwendung von Klebstoff, Klammern, Spangen und ahnlichem umfas-
sen. In einer Ausfiihrungsform umfasst das Probenhandhabungssystem ferner einen Stopsel fiir eine zu ver-
siegelnde Reibschlussverbindung mit der Probenaufnahmedffnung der trichterformigen Kappe. Dennoch kann
jede Vorrichtung oder jedes Material, das dazu geeignet ist, die Offnung der trichterférmigen Kappe effektiv zu
versiegeln, mit der vorliegenden Erfindung verwendet werden, um eine Kontamination oder Verdunstung der
eingeflllte Probe zu verhindern.

[0252] Vorteilhafterweise kdnnen die Behalter der vorliegenden Erfindung in einem Verfahren zum Verbes-
sern der Detektion und Effizienz der Fluoreszenzaufnahme in einer einen Fluorophor umfassenden Probe ver-
wendet werden. Das Verfahren umfasst den Schritt des Platzierens einer Probe in einem Behalter mit Wanden,
die aus einem optisch transparenten Material bestehen und ein Volumen mit zumindest erster und zweiter Ab-
messung definiert. Die erste Abmessung ist kleiner als die zweite Abmessung und das Verhaltnis von Volu-
men-zu-Auldenflache des Behalters betragt weniger als 1 mm. Die verbesserte Detektion und Effizienz der Auf-
nahme der Fluoreszenz, die von der Probe erzeugt wird, wird durch das Detektieren der Fluoreszenz entlang
einer Achse, die im Wesentlichen parallel zu einer Wand entlang der zweiten Abmessung des Behalters ist,
erreicht. In einem Ausfuhrungsbeispiel wird die Probenfluoreszenz durch die den Fluorophor anregende Be-
leuchtung der Proben induziert, wobei die Probe entlang einer Achse beleuchtet wird, die im Wesentlichen pa-
rallel zu einer Wand entlang der zweiten Abmessung des Behalters ist. In einem bevorzugten Ausfihrungsbei-
spiel, wird die optimale Effizienz der Fluoreszenzaufnahme durch eine den Fluorophor anregende Beleuchtung
entlang der Fluoreszenz-Detektionsachse (Epifluoreszenz Detektion) erreicht, und die Fluoreszenz wird ent-
lang einer Achse durch eine Wand des Behalters mit der kleinsten Oberflache, vorzugsweise entlang einer
Achse durch den Boden des Behalters, detektiert.

[0253] In einer Ausfiihrungsform ist die Fluoreszenz der biologischen Probe temperaturabhangig. Zum Bei-
spiel kann das Gefal} eine Probe mit Nukleinsduresequenzen enthalten, und die fluoreszierende Einheit kann
einen Doppelstrang-spezifischen Farbstoff enthalten. Wenn die Temperatur der Probe auf die Denaturierungs-
temperatur erhéht wird, verringert sich die Fluoreszenzintensitat. Alternativ kann die fluoreszierende Einheit
ein Paar der Oligonukleotid-Sonden enthalten, die in benachbarten Bereichen der Zielnukleinsduresequenz
hybridisieren, wobei eine der Sonden mit einem Donor-Fluorophor eines Fluoreszenzenergietransferpaars
markiert ist.

[0254] Gemal einer Ausfliihrungsform ist der Behalter in Form eines Kapillarrdhrchens oder einer flachen Ka-
pillare ausgebildet, die vorteilhafterweise in Prozessen, die einen Temperaturzyklus der Probe erfordern, bei-
spielsweise der Vervielfaltigung einer Zielnukleinsauresequenz mittels der Polymerasekettenreaktion, verwen-
det werden koénnen. In einer Ausfihrungsform ist der kapillare Behalter derart ausgebildet, dass er in einen
Probenhalter einer fiir den Temperaturzyklus verwendeten Vorrichtung oder einer fir die Fluoreszenzdetektion
verwendeten Vorrichtung eingefiihrt werden kann. Der Probenhalter der Vorrichtung kann nur einen einzelnen
Behalter enthalten, oder der Probenhalter kann in Form eines Karussells zum Halten mehrerer Probenbehalter
ausgebildet sein.

[0255] Ein fur eine Verwendung gemal der vorliegenden Erfindung geeignetes Karussell ist in den Fig. 31A
und Eig. 31B dargestellt. Das Karussell 1 ist im Allgemeinen in der Form einer Scheibe 2 mit einer oberen Fla-
che 3, einer unteren Flache 4 und einem auleren Rand 5, der sich dazwischen erstreckt, ausgebildet. Die
Scheibe 2 hat in der oberen Flache mehrere Satze radial angeordneter Probenaufnahmedéffnungen 6A, 6B,
und 6C, im aulleren Rand 5 eine Probenbehalteréffnung 7 und einen Probendurchgang 8, der die Probenauf-
nahmedffnungen 6A, 6B, und 6C und die entsprechende Probenbehalteréffnung 7 miteinander verbindet. Das
Karussell 1 wird mit befestigten Probenbehaltern, von denen einige mit 9 bezeichnet sind, gezeigt. Die Proben-
behalteréffnung 7 und der Probendurchgang 8 sind dazu ausgebildet, die Probenbehalter in der Scheibe 2 auf-
zunehmen und zu fixieren. In einem Ausfiihrungsbeispiel ist der Probenbehalter 9 16sbar an dem Karussell 1
befestigt, um ein Entfernen des Probenbehalters 9 und dessen Ersatz durch einen anderen Probenbehalter zu
ermoglichen, um das Karussell 1 fir den mehrfachen Gebrauch zuzulassen. In einem alternativen Ausfih-
rungsbeispiel sind die Probenbehalter 9 permanent an der Scheibe 2 befestigt, oder als integrale Komponente
von ihr ausgebildet. In einem Ausfiihrungsbeispiel ist der Probenbehalter 9 an der Scheibe 2 durch Reibkontakt
zwischen dem Probenbehalter 9 und mindestens einem Teil des Probendurchgangs 8 in der Nahe der Proben-
behalteréffnung 7 fixiert. Andere herkdmmliche Vorrichtungen zum Befestigen des Probenbehalters in Verbin-
dung mit der Probenbehaltertffnung kdnnen verwendet werden. Zum Beispiel kdnnen komplementére Schrau-
bengewinde an der Flache des Probendurchgangs 8 und an der Aul3enflache der Probenbehalter 9 ausgebil-
det sein. Zusatzlich kénnen Klebstoffe oder andere den Fachleuten bekannte Befestigungsmittel im Zusam-
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menhang mit vorliegender Erfindung verwendet werden, um den Probenbehalter 9 an der Scheibe 2 zu befes-
tigen. Die oberen und unteren Flachen des erfindungsgemalen Karussells sind vorzugsweise derart ausgebil-
det, dass mehrere Karusselle Uibereinander gestapelt werden kénnen, so dass ein Stapel von mehreren Ka-
russellen I6sbar mit einer Antriebswelle eines Motors in Eingriff gehen kann, und simultan als Einheit, wie in
Fig. 32 gezeigt wird, gedreht werden kann.

[0256] Das in Fig. 32 gezeigte Ausfihrungsbeispiel beinhaltet einen Schrittmotor 504 und eine Antriebswelle
506, die dazu dient, die im allgemeinen als 1 bezeichneten Karusselle zu drehen. Ein Kammerventilator 508
wird dazu verwendet, einen Luftstrom, der durch die Pfeile 512 gekennzeichnet ist, zu erzeugen. Eine Heiz-
vorrichtung 510 dient dazu, die Luft, die an den Probebehaltern 9 vorbeistromt, zu erwarmen. Ein Fluorimeter-
aufbau 514 beinhaltet eine LED Quelle 514A, Photodioden 5148, fokussierende Linsen 514C, und einen Fil-
teraufbau 514D. Ein Fluorimeter-Schrittmotor 516 dient dazu, den Fluorimeteraufbau 514 in Richtung des
Pfeils 518 zu bewegen. Der Durchschnittsfachmann auf dem Gebiet kann unter Verwendung der hier aufge-
zeigten Informationen problemlos Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung herstellen, die entspre-
chend der in Fig. 32 dargestellten Anordnungen gestaltet sind.

[0257] In einem anderen Ausflihrungsbeispiel (nicht dargestellt) umfasst das Karussell eine Scheibe mit einer
oberen Flache, einer unteren Flache, einem sich dazwischen erstreckenden Aufenrand, eine Probenaufnah-
meoffnung in der oberen Flache, eine Probenbehalteréffnung in der unteren Flache und einen Probendurch-
gang, der die Probenaufnahmeéffnung und die Probenbehalteréffnung miteinander verbindet. Die Probenbe-
halteréffnung und der Probendurchgang sind dazu ausgebildet, die Probenbehélter in der Scheibe aufzuneh-
men und zu fixieren. Vorzugsweise werden die Probenbehalter in einem sich radial erstreckenden spitzen Win-
kel an der unteren Flache der Scheibe gehalten.

[0258] In einem Ausfihrungsbeispiel umfasst der Probendurchgang der Scheibe einen ersten Teil mit einer
Mittelachse, die im wesentlichen parallel zu der oberen und unteren Flache der Scheibe verlauft, und einen
zweiten Teil mit einer Mittelachse, die einen spitzen Winkel mit der oberen und unteren Flache der Scheibe
bildet. In diesem Ausflihrungsbeispiel sind die Probenbehalteréffnung und der Probendurchgang dazu ausge-
bildet, einen Probenbehalter an der Scheibe aufzunehmen und zu fixieren, so dass sich der Probenbehalter
von der Scheibe weg in einem spitzen Winkel relativ zu der unteren Flache der Scheibe erstreckt.

[0259] Das Karussell 1 ist weiterhin mit einer Vorrichtung zum VerschlieRen der Probenaufnahmedffnungen
6A, 6B, und 6C ausgestattet. Die Verschliel3vorrichtung kann ein Stopsel (nicht dargestellt) sein, der in die Pro-
benaufnahmedéffnung 6 passt und in Reibschluss mit den umliegenden Wanden des Probendurchgang geht,
oder zum Beispiel ein Band mit einer klebenden Ruckseite sein, das an der oberen Flache angebracht wird,
um effektiv die Offnung der Probenaufnahmedffnung zu versiegeln, um eine Kontamination oder Verdunstung
der eingefillten Probe zu verhindern. Das Karussell 1 ist I6sbar mit einer Antriebswelle fir eine Rotation ver-
bunden. Jedes geeignete Verbindungsmittel, das den allgemeinen Fachleuten vertraut ist, kann verwendet
werden, inklusive Reibschlussverbindung, oder die Verwendung von Schrauben, Bolzen, Haltestiften oder
Klammern. In einem Ausflhrungsbeispiel ist die Scheibe 2 als Ring mit einem Mittelloch, das dazu ausgebildet
ist, die Antriebswelle aufzunehmen (vgl. 506 in Fig. 32), ausgebildet. Das Ende der Antriebswelle ist vorzugs-
weise mit Strukturen, um die Scheibe an Ort und Stelle zu halten, ausgestattet.

[0260] Das Karussell 1 der vorliegenden Erfindung kann dazu verwendet werden, eine fliissige Probe in einen
Probenbehalter 9 zu liefern. In einem Ausfihrungsbeispiel ist der Probenbehalter ein kapillarer Behalter, der
eine vorgemischte Mischung (zum Beispiel eine Reagenzmischung) enthalt, die mit einem oder mehreren
Komponenten der einflihrten Probe interagieren. Gemaf einem Ausflhrungsbeispiel wird eine vorgemischte
Mischung in den Probenbehélter zugegeben, bevor ein kapillarer Probenbehalter in der Probenbehalteréffnung
positioniert wird. Alternativ ist der Probenbehalter mit einer vorgemischten Probe bereits fertig abgepackt. Die
vorgemischte Probe kann ein Reagenz enthalten, das mit der Probe reagiert oder interagiert, um ein detektier-
bares Signal oder ein Produkt-Derivat zu erhalten.

[0261] Die Probendurchgénge 8 des Karussells 1 sind vorzugsweise mit einer oder mehreren Barrieren 10
ausgestattet, die verhindern, dass eine durch die Probenaufnahmedéffnungen 6A, 6B, und 6C gelieferte Probe
in die Probenbehalteréffnung 7 flieRt, ohne dass eine beeinflussende Kraft auf die flissige Probe wirkt. Die Be-
zeichnung "Barriere" wird hier verwendet, um jede Konstruktion, die den freien Fluss einer in einer Probenauf-
nahmedffnung angelieferten Probe zu der Probenbehalter6ffnung behindert, zu umfassen. Beispiele geeigne-
ter Barrieren fur die Verwendung in dem Probendurchgang des Karussells der vorliegenden Erfindung beinhal-
ten in dem Probendurchgang ausgebildete Vertiefungen oder Senken, den Probendurchgang verengende Vor-
springe oder ringférmige Rander, die sich von der Oberflaiche des Probendurchgangs erstrecken, porése
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Membrane, gerichtete Ventile, oder Klappen, die zu einer geschlossene Position tendieren.

[0262] Die Barrieren sind derart ausgebildet, dass die fliissige Probe die Barriere Uiberwinden kann, wenn
eine beeinflussende Kraft auf eine flissige Probe, die in dem Probendurchgang vorhanden ist und durch die
Barriere blockiert wird, angelegt wird. Das Anlegen einer beeinflussenden Kraft auf die Probe wird vorzugswei-
se durch eine Zentripetalkraft, die durch die Drehung des Karussells erzeugt wird, versehen. Deshalb kénnen,
in einem Karussell mit mehreren Satzen von Probenaufnahmedéffnungen 6A, 66 und 6C, in der oberen Flache,
wobei jeder Satz mit einem entsprechenden Probendurchgang und einer entsprechenden Probenbehalteroff-
nung ausgestattet ist, die Proben individuell den verschiedenen Probenaufnahmedéffnungen zugegeben wer-
den, und die Barriere wird die flissige Probe lokalisieren und die Proben daran hindern, in die entsprechenden
Probenbehalteréffnungen zu flieBen. Nachdem alle Proben in den entsprechenden Aufnahmeéffnungen ange-
liefert sind, wird das Karussell gedreht, um die Proben an die entsprechende Probenbehalteréffnung und in ein
damit verbundenen Probenbehalter zu liefern.

[0263] Gemal einer Ausfiihrungsform ist jeder Probendurchgang des Karussells mit einer einzelnen Proben-
behalteréffnung und mehreren Probenaufnahmedffnungen verbunden. Geman diesem Ausfuhrungsbeispiel
kann der Probendurchgang optional einen Mittelverbindungsweg aufweisen, der sich verzweigt, um sich mit
den mehreren Probenaufnahmedffnungen zu verbinden, oder alternativ, wie in den Fig. 31A und Fig. 31B ge-
zeigt ist, kbnnen die mehreren Probenaufnahmedéffnungen 6A, 6B und 6C entlang einer gemeinsamen Achse,
die radial von der Mitte der Scheibe verlauft, ausgerichtet sein, wobei jede der Offnungen durch den einen Ver-
bindungsweg mit einem Probenbehalter in Verbindung steht, der in der Probenbehalteréffnung aufgenommen
ist. Der Probendurchgang kann mit einer oder mehreren Barrieren 9A ausgestattet sein, die eine Probe, die an
einer der mehreren Probenaufnahmedéffnungen zugegeben wurde, daran hindern, in die Probenbehalteroff-
nung zu flie3en, wenn keine beeinflussende Kraft auf die fliissige Probe wirkt. Dartiber hinaus kann jeder Pro-
bendurchgang mit mehreren Barrieren ausgestattet sein, von denen jede einen unterschiedlichen Betrag der
beeinflussenden Kraft erfordert, um die Probe Uber die Barriere zu transferieren. GemaR diesem Ausfuhrungs-
beispiel kdnnen, nachdem die Probe an die entsprechenden Probenaufnahmedffnung geliefert ist, die indivi-
duellen Proben selektiv zu der Probenbehalteréffnung und in den Probenbehalter transferiert werden, indem
die Rotationsgeschwindigkeit des Karussells gesteuert wird.

[0264] Zum Beispiel kann eine erste Probe in eine erste Probenaufnahmedéffnung und eine zweite Probe in
eine zweite Probenaufnahmedffnung geliefert werden, wobei die erste und zweite Probenaufnahmeéffnung
Uber einen gemeinsamen Probendurchgang in Verbindung miteinander stehen, und die erste und die zweite
Probenaufnahmedffnung jeweils mit einer Barriere ausgestattet sind, die den Fluss der ersten bzw. zweiten
Probe behindert. Die Barrieren ermdglichen, dass die Scheibe als Teil eines Bausatzes mit vorgegebenen
Mengen von ausgewéhlten Reagenzien, Katalysatoren, Enzymen, Olen, etc, die bereits in den Probendurch-
gang Uber die eine oder die mehreren Probenaufnahmeéffnungen vorgefiillt wurden, vorgesehen sein kénnen.

[0265] In einem Ausflihrungsbeispiel ist die Barriere fiir die zweite Probenaufnahmedffnung derart ausgebil-
det, dass eine grof3ere beeinflussende Kraft an die Probe, die an der zweiten Probenaufnahmedéffnung ange-
liefert wurde, angelegt werden muss, damit sie die zugehdrige Barriere liberwindet, als fiir eine Probe, die an
der ersten Probenaufnahmedffnung angeliefert wurde, erforderlich ist, um deren zugehdrige Barriere zu Uber-
winden. GemaR diesem Ausflhrungsbeispiel, liefert die Drehung des Karussells mit einer ersten Geschwindig-
keit die erste Probe an die Probenbehalter6ffnung und in den Probenbehalter, wahrend die zweite Probe daran
gehindert wird, zu der Probenbehalteréffnung und in den Probenbehalter zu flieRen. Die Drehung mit einer er-
héhten zweiten Geschwindigkeit wird dann die Zentripetalkraft auf die zweite Probe verstarken, und in der An-
lieferung der zweiten Proben an der Probenbehalterdffnung und in dem Probenbehalter resultieren. Basierend
auf diesem Prinzip kénnen verschiedene Proben an mehrere Probenaufnahmedéffnungen, die mit einem ge-
meinsamen Probendurchgang miteinander in Verbindung stehen, geliefert werden, und nachdem alle Proben
eingeflllt wurden, kénnen die individuellen Proben eine nach der anderen oder simultan an die Probenbehal-
ter6ffnung und in den Probenbehélter abgegeben werden, indem die Rotationsgeschwindigkeit des Karussells
gesteuert wird. In einem Ausfihrungsbeispiel wird eine erste Probe mit einem Fluorophor einer ersten Proben-
aufnahmedffnung zugegeben und eine zweite Probe mit Ol wird an der zweiten Probenaufnahmedffnung an-
geliefert. Das Karussell wird dann gedreht, um die erste Probe in den Probenbehalter zu liefern, gefolgt von
dem OI. Das Ol (oder eine andere Fliissigkeit, die effektiv die erste Probe in dem Probenbehalter versiegelt)
dient dazu, die Verdunstung der ersten Probe zu verringern und das Risiko der Kontamination der ersten Probe
zu reduzieren.

[0266] In einem Beispiel wird ein Mehrere-Proben-Karussell dazu verwendet, mehrere Proben simultan zu
handhaben. Das Karussell ist eine Scheibenférmige Struktur mit einer Vielzahl von Probenaufnahmedffnungen
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in der oberen Flache der scheibenférmigen Struktur und in Fluidverbindung mit den entsprechenden an der
Scheibe angebrachten Probenbehaltern. Die an den Probendéffnungen zugegebenen Proben werden durch die
Rotation des Karussells zu ihren entsprechenden Probenbehaltern transferiert. Das Karussell kann auch meh-
rere Probenaufnahmedéffnungen aufweisen, die mit jeweils einem individuellen Probenbehalter in Verbindung
stehen. Die Reagenzien kénnen von einem Benutzer in eine zweite Probenaufnahmedéffnung, die mit dem Pro-
benbehalter in Verbindung steht, platziert werden, um eine weitere Probe, die dem ersten Probenaufnahme-
offnung zugegeben wurde, an den Behalter zu liefern, oder alternativ, kbnnen vorgegebene Reagenzien in ei-
ner zweiten Probenaufnahmedéffnung durch einen Hersteller angeordnet sein, d. h. bei dem das Karussell, die
Probenbehalter und die vorgegebenen Reagenzien bereits in einer verpackten Form sind. Die Reagenzien
werden zusammen mit der Probe durch die Rotation des Karussells an den Probenbehélter geliefert. Ein Ol
zum Uberlagern der wéassrigen Probe kann in eine dritte Probenaufnahmedffnung gegeben werden, die in fliis-
siger Verbindung mit dem Probenbehélter steht (und den ersten und zweiten Probenaufnahmedffnungen),
oder das Ol kann von dem Hersteller dem Karussell zugegeben sein.

[0267] Alternativ kénnen eine Probe, Reagenzien und Ol fiir die Probeniiberlagerung an einer einzigen Pro-
benaufnahmedéffnung abgegeben werden. Das Karussell kann gedreht werden, um jede Zusammensetzung
oder Probe an den entsprechenden Behalter abzugeben, bevor eine zweite oder nachfolgende Probe oder an-
dere Zusammensetzung an die Probenaufnahmedéffnung abgegeben wird.

[0268] Ein bevorzugtes Probenbehalterkarussell dieser Erfindung beinhaltet vorzugsweise, aber optional,
drei Probenaufnahmedffnungen, die in radialer Ausrichtung arrangiert sind und in Fluidverbindung mit einem
gemeinsamen Probenbehélter stehen. GemaR diesem Ausfiihrungsbeispiel sind ungefahr 1 bis 5 pl eines Ol-
Uberzugs, der vorzugsweise schwarz gefarbt ist, in der vorverpackten Form vorhanden oder wird an die radial
am innersten liegende Probenaufnahmeéffnung abgegeben. Der Oliiberzug umfasst ein Mineraldl und unge-
fahr 0,01% bis ungefahr 1% eines organischen schwarzen Farbstoffs, wie beispielsweise Waxoline® Black
OBP, das von Zenica Inc, Wilmington, DE erhaltlich ist. Ungefahr 1 pl bis ungefahr 9 ul einer Reagenzhaupt-
mischung liegen in vorverpackter Form vor oder werden an die radial am dufersten liegende Probenaufnah-
meoffnung abgegeben. Die Reagenzhauptmischung umfasst einen Teil der, oder alle nétigen Reaktionskom-
ponenten. Ein fliissige Probe, die eine zu testende Vorlagen-Nukleinsaure enthalt, wird manuell oder mit Hilfe
eines Roboters in die radial in der Mitte liegende Probenaufnahmedffnung abgegeben. Die Scheibe wird dann
mit einer Geschwindigkeit, die die Probe in den Reagenzabschnitt Giberfiihrt, aber mit einer Rotationsgeschwin-
digkeit, die nicht ausreicht, die Probe in den Probenbehalter zu beférdern, gedreht. Die Probe und das Rea-
genz kénnen optional durch schnelle Anderungen der Rotationsgeschwindigkeit der Scheibe gemischt werden.
Die Scheibe wird dann mit einer hoheren Geschwindigkeit gedreht, damit die Probe und die Reagenzmi-
schung, aber nicht das Ol, sich in den Probenbehélter bewegen. Die Scheibe wird dann mit einer noch héheren
Rotationsgeschwindigkeit gedreht, um den Oliiberzug zu dem Probenbehélter zu beférdern. Das Ol tiberlagert
die wassrige Probe, da es eine niedrigere Dichte aufweist, und blockiert den Lichteintritt aufgrund seines Farb-
stoffgehalts. Der selektive Transfer von Ol, Reagenz und Probe durch das Verandern der Rotationsgeschwin-
digkeit des Karussells wird erreicht durch eine Kombination aus: 1) Variieren des Durchmessers des Fluid-
durchgangs; 2) Variieren der Grofde oder der Form der physikalischen Barrieren, die in dem Fluiddurchgang
vorhanden sind; und 3) durch die Verwendung der Abhangigkeit der Zentrifugalkraft von dem variierenden Ab-
stand (Radius) jeder Probenaufnahmedffnung von der Mitte der Scheibe.

[0269] Das Karussell der vorliegenden Erfindung kann l6sbar mit einer Antriebswelle und einem Motor (506
bzw. 504 in Fig. 32) zum Drehen des Karussells verbunden sein. Des Weiteren kénnen einzelne erfindungs-
gemalie Karusselle tGbereinander gestapelt werden und mit einer Antriebswelle fiir eine simultane Rotation
(wie in Fig. 32 gezeigt ist) verbunden werden. GemalR eines anderen Aspekts der vorliegenden Erfindung wird
eine Vorrichtung bereitgestellt, um die Fluoreszenz der in einem Probenbehalter (vgl. Bezugszeichen 514 in
Fig. 32) enthaltenen Probe zu liberwachen. Der Probenbehalter umfasst ein optisch transparentes Material
und weist Wande auf, die ein Volumen mit zumindest einer ersten und einer zweiten Abmessung definieren,
wobei die erste Abmessung kleiner ist als die zweite Abmessung, und wobei das Verhaltnis von Volu-
men-zu-Auldenflachen des Behalters kleiner als 1 mm ist. In einem Ausfihrungsbeispiel umfasst das Gerat
eine Kammer, einen Probenbehalterhalter, eine lichtemittierende Quelle, die in der Kammer angebracht ist und
derart angeordnet ist, dass sie die Probe entlang einer Achse, die im wesentlichen parallel zu einer Wand ent-
lang der zweiten Abmessung des Behalters ist, beleuchtet. Die lichtemittierende Quelle und der Lichtdetektor
gemal dem einen Ausflihrungsbeispiel sind auf einer Platte angebracht, die angehoben oder abgesenkt wer-
den kann (wie durch die Pfeil 518 in Eig. 32 angezeigt ist). In diesem Ausflihrungsbeispiel kénnen die lichte-
mittierende Quelle und der Lichtdetektor derart positioniert werden, dass sie die Fluoreszenz der Probenbe-
halter (entlang einer Achse, die im wesentlichen parallel zu einer Wand entlang der zweiten Abmessung des
Gerats ist) der mehreren Karusselle messen, wenn die einzelnen Karussell Ubereinander gestapelt sind und
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mit einer Antriebswelle zum simultanen Drehen (vgl. Fig. 32) verbunden sind.

[0270] In einem Ausfuhrungsbeispiel umfasst der Probenbehalterhalter ein Karussell zum Halten mehrerer
Kapillarréhrchen, und das Karussell ist drehbar in der Kammer angebracht. Die lichtemittierende Quelle ist der-
art angeordnet, dass sie das Kapillarréhrchen durch den Boden des Kapillarréhrchens beleuchtet, und der
Lichtdetektor ist angebracht, um die Fluoreszenz durch den Boden des Kapillarréhrchens zu detektierten. Zu-
satzlich ist das Gerat mit einem Schrittmotor zum Drehen des Karussells und einer Vorrichtung zum Koppeln
des Karussells an den Motor ausgestattet.

[0271] Gemal einem bevorzugten Ausfiihrungsbeispiel ist die Kammer der Fluoreszenz-Detektionsvorrich-
tung des weiteren mit einer Heizvorrichtung (siehe Bezugszeichen 510 in Fig. 32), und einem Ventilator (siehe
Bezugszeichen 508 in Fig. 32), die in dem Gerat angebracht sind und in Luftstrdmverbindung mit der Kammer
stehen, und einer Steuervorrichtung zum schnellen zyklischen Wechseln der Temperatur der Kammer, wobei,
zumindest anfanglich, vorgegebene Zeit- und Temperaturparameter verwendet werden, ausgestattet. Das Ge-
rat ist fahig, eine Polymerasekettenreaktion in den von dem Karussell gehaltenen Probenbehaltern durchzu-
fuhren. Insbesondere berlcksichtigt das Gerat ein verbessertes Verfahren zum Ausfiihren der PCR-Reaktio-
nen, da der Fortschritt der Reaktion in Echtzeit iberwacht werden kann, und ermdglicht deshalb die Justierung
der Temperatur- und Zeitparameter wahrend des Ablaufs der Reaktion, um die Ausbeute und Reinheit der ver-
vielfaltigen Zielnukleinsauresequenz zu optimieren.

[0272] Programmcode Anhang A folgt
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GOTO 60:REM *++1/0 stepper (I=$(0), 03z(72))+*w+
IF (ABY(65507) .AND.64)=0 THEN Z(0)=XBY(65506) : GOTO 3

DO : WIILE (XBY(65507).AND,128)=128

I=w0 : DO : I=X+1 : XBY(65506)=A3C($(0),1)

WHILE ASC(6(0),I)<>13 : RETURN

DO ¢ WHILE (XBY(65507).AND,64)=64

I=0 : DO : Z(I)=XBY(65506)

I=XI+1l : UNTIL 2{I-1)=32 + REIURN

REM **tarror checkrer
IF 1%X<0 THEN TX~Q
RETURN

IF TX<-351 THEN TX=-251
RETURN

IF TX251 THEN 1TXe<251
RETURN

GOSUB 50:TPi=TP1T1=TIME

DO: UNTIL TIMEMT1+40.2

GOSUB 50:TP2aTPR: TI=TIME

SL=(TP3-TP1}/(12-~T1) 1 IP B8L<>0 TIHEN IT=(TQ-TP2)/BL
PRINT USING(#¥#.88), " SL=",5L, "IT=",IT, "AT TEMP="?,TP2
IF IT>1 GOTQ 30

RETURN '

REM *+4temparatura measuremant*de
E=XBY{65504) : F=XBY (65505) :G=XBY (65504) :TP=(F*256+G+300) /38.3: RETURN

CLEAR ! STRING 150,72 : DIM Z(72)
DTEMP=9510TIM=1 :NS=10

ANTEMP=60 :ATIM=11AS=20

ETEMP=74 :ETIM=15:E9=1:CYCLE=100

PRINT USING(##R),"#°,TAB (20),*TEMP",TAB (30),*TIME",TAB (40), *SLOPE"
PRINT *1) ' DENATURATION®, TAB(20),DTEMP,TAB(30),DTIM, TAB(40),DS
PRINT "2) ANNEALING*,TAB(20), ATEMP, TAB(30),ATIN,TAB(40),AS3

PRINT *3) EXTENIION®,TAR(20), FTEMP, TAR(30) ,ETIM, TAR(40) ,ES

PRINT '4) CYCLES *,CYCLE: PRINT

INPUT "TYPE # TO CHANGE OR O II" CK (CHOICES ARE 0,1,2,3, OR 4)?',J
IF J=0 THEN GOTO 170

ON J Gosus ,120,130,150,160

PRINT:GQTO 80

INPUT "ENTER DENATURATION Tenp, Tims, Slopa:r *,DTEMP, DITIM,DI

IF DTEMP>98 GOTO 130 _ .

RICTURN
INPUT *ENTER ANNEALING Terp, Time, Slope: °,ATENP,ATIH,AS

IP A9<0 GOTO 130

IF Ag»21 GOLV 130

RETURN

INFUT "ENTER EXTENSION Tamp, Tims, Jlops: °,ETEMP, ETIN, BI:RETURN
INPUY "ENTER Number of Cyclesg:®,CYCLE:RETURN.

§(0)="marl 500;8pl 200;hfl 2)xt23 1lemxx® 3 GOSUB 3 : GOSUB 7
FOR I=0 TO 10 : PRINT CHR(Z(X}), : NEXT I : PRINT

$(0)="gol ndrhfl 2;wfo o.x..}81":GOSUB 3; resm cpen
PRINT "WAIT FOR COOLING*:1XBY(65504)=3
DO : GOSUB 50 : UNTIL TP<45
PROINT “TEMP=',TP,* LOAD SAMPLES AND THEN PRESI A XKEY*
W=GET ¢ IF W=0 GOTO 240

THC=0 :WE=0: CLOCK O 1 TIME=0 : DBY{71)=0 1 CIOCK 1
$(0)=*hfl 1;8pl 100;gol)wfo =x...;al":GOSUB !

FOR V=1 TO CYCLE o

PRINT °D°, 1 TG=DIEMP:XDY{65509)=41IF V=1 TIHIN TG=DTEMP+(DI/4)

REM Cr.0SH
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320 WS= (D3*10+W3*9) /101 TX=INT (W3+0.5) :505UB 15

325 XBY (65508)=TX:GOSUB 50:IF TP>TG GOTO 340

i3o0 IF TX<>DS*10 GOTO 320

333 GOSUB 30

335 305UB 50:1IF TP<TG GOIO 335

340 TG=DTEMP:ED=TIMER

345  WS=(6*W3+10* (TG-TP} } /7 :TX=INT(WS40.5)

350 IF T05=0 THEN GOSUB 15:XBY (65508)=TX:XBY (65509) =4
355 IF TX<0 THEN GOSUB 201XBY.{65508)=0:XBY{§5509)=4~-TX
" 360 IF V=1 THEN IP DTIM+5>(TIMR-EB)} GOTO 380

370 IF DTDM< (TIME-EB) XYIO 500

380 GOSUB 50 : GOTO 345

500 PRINT *A", :XBY(65500) =01 TG=ATEMP .
845 $(0)="spl 200;g0l nd)hfl 2;wfo o.x..}81"1GOSUB 3: Yem opan

B55  XBY({65508)ans5*1Q

860 GOSuUB 30

g9o FB=TIMH:WS=-A3*10

513 WSm (4 *WS+20™" {TG~TP) )} /51 TX=INT (WS+0.5)

915 IF TX>»0 YNEN GOSUB 25: m(sssoa)_-zxxxm(sssomnst
918 IF TX<0 THEN GOSUB 20:XBY(65508)=0: XHY(GSSOQ)

920 TP ATIMi1<(TIME-EB) GOTQ 925

924  GOSUB 50 : GOTO 913

925 PRINT:PRINT *B *, :XBY(65509) =4 ; TO=ETEMP+1

930 $(0)=*hfl 1;spl 50;goljrwfo =x...ps1°:GO5UB I:WI=0: REM CLOSE
935 W32 (BS*10+WS*93) /10 : TH=INT(WS+0.5) 1GOSUB 15:008UB 25: :XBY (65308) =X
937 GOSuUB 50:IF TP>IG-1 GOTO 8370

940 IF TX<>ES*10 GOTO 935

950 GOSUB 50 1 IF TP<TG-1 GUIV 950

970 EB=TIME

980 WS={W3+5* {(1G-TP} ) /2 1 TX=INT(WS+0.5)

3083 IF TX>s=0 THEN GOSUB 25:XBY(65508)=TX:X8Y(§5509) =4

987 IF TX<0 THEN GOSUB 20:XBY(65508)=0:XBY({65509)=4-TX

330 I¥F ETIM< (TIME-EB) GOTO 1000

995 aosuB SO @ GOTO 880

1000 CTIM=TIMB-IMC : TMC=TIME : PRINT “CYCLE=',V, "TIME=*,CTIM
1050 NEXT V

1055  XBY(65508)=0:XBY({65509)=255
1060 INPUT "STRAND REANNEALING (Y/N) 7°:5(1)
1070 I¥ NSC($(1),1}w78 GOTO 1390

1100 PRINT *STRAND REANNEALING XN PROCESY...*

1110 TG=DTEMD 1 XBY (65509 ) =4
1130 WS=(DS*1U0+WS*9) /101 TX=INT (W3+0.5) 1GOSUB 15

1130  XBY (65508} =TX:GOSUB 50:IF TP¥IG GO0 1170
1140 1F TX<>DS*10 GoTo 1120

1150 GOSUB 30 ‘ .

1160 GOSUB 50:IF TP<IG GOIO 1160

1170 EBaTIME g

1180  WS=(11*W3+10* (TQ-TP)) /12 «TH=INT(WS+0.5)

1185  IF TX>=0 TIEN GOSUB 25:XBY (65508)=TX:XBY{65509)=d
1190 IF T<0 TIEN GOSUB 20:XBY(65508) =0:XBY (55509 ) =4-TX
1193 IF 5<({TIME-EB) GOI0 1200

1196 GosuB 50 : GOTO 1180

1200 XBY(65508)=01XBY(65509)=2551W3=0

1710 DO:GOSUB 50:;UNTIL TP<75

1220 EB=TIME
1230  WS={WS+5* (75-TP)) /2 11X=INT(WS+0.5)
1240  IF TX>=0 THEN GOSUB 25:XBY(65508)=TX:XBY (65509) =4

1250  IF TX<0 THEN GOSUB 20:XBY (65508) =01 XBY (65509 ) «4~TX

1280 XBY({65508)=0:1XBY(65509)=355
1250 INDUT *ANOTHER RUN (Y/N) ?-,5(1)

1300 IF ASC{$(1),1)=78 GOTO 2000
1400 PIUNT:${0)="gol ndLhEL 9;wfo =.x%..s81"GOSUB 3:GOTO 80
2000 $(0)="gol nd;hfl 9ywfo w.x.,;51":GOSUB 3:END
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[0273] Programmcode Anhang B folgt

Temperaturprozessor (IC2) Hex Datei (Temp24a.hex)

:03000000020033C8
:05000B00C0D002312508

:05001300COD00230D74F

:05002300C0D00232BASA

:05002B00C0OD0023042CC

:20003300C2AFC2D4C2D3752100752200752300D215D28 AAF81758130858115CODOCOFOCA98
:20005300E0C08753C6FB1230897527405388CF5389F012317D78FC 12305D12324912365439
:20007300C20EC20FC208759850D2ACD2AFES87D0EODOCOD001 DOD030E20530E4028012
206A

:20009300E602800DBFO70280089038 A974FAG2373975CTAA75CT5543874090747 1C082CO3F
:2000B3008378187A00C000C0029037A6C082C083D003D001 DO0SDO04D002D00012309550D6
:2000D3007084C082C08378007 AOODOS3 DOS2EBE0907060C082C 08378007 AGODOS3DOS2ESCT
:2000F300F0A3EAF002013BD281D26090705CC2D57400C4COABC2ZAFC282C2907908C282
A28C |
:2001130081339280D282D9F5FSF07904C282428133D282D9F7C282D290D0ASFOE SFOCA54C9
:200133000FA3F030D50122220201 SBD2A3C2A122D2A3D2 A 122C2A3D2A122C2A222D2A
22248 -
:20015300D2A022C2A022222212015612014812015012015A907055C082C08378017AC0DOFF
:2001730083D082E8R078007A001230D278007A0012319D 123216A8887 AGOCO00CO0Z78FTE2
1200193007 A00C000C002D003D001 DO0ZD00012322D 8888 ABERTADDCO00C00278407AOOCO6R
:2001B30000C002DO03D001 D002D000123231888850232FAB82A A83123235D217907471127D
:2001D30033931233D8123416D297907087C082C08378007 ACODO83DO82ERF0122328122357
:2001F3002890705AC082C08390705CEOF8A3EOFADOS3 DOS2ERFOA3EAFO1225FFS07087
E09D
:20021300F87A00C000C00278007A00C000C002D003D001 DO02D00012342FE84A 6003020110
:20023300F112232812015312014390707EC082C08378007A00D083D082EBFOA3EAF0907082
:200253007CC082C08378007 A00D083D082ESFOA3EAF0907088C082C08378017A00D083D07B
:2002730082E8F078007A001230D2907074C082C08378017A00DOR3DOB2ESFOASEAF0907025
2002530062C082C083907060E0FBASEOFADO83DOS2ZESFUA 3EA FO907060C082C 08390708947
:2002B300C082C083907074EORBA3ROFACO00C00278087AC0C000C002D003D001D002D00099
:2002D30012348ECO00C002C000C00278E8TAG3C000C002D003 D001 BO02D000123508EB4AOD
:2002F30070030230C278017 A00CO00C002D003D001 DO02D0001234CFCO00C002D003DO01SE
:20031300D002D00012350EC000C002D003D001 89828883 123528 D083D0S2ES FOA3EAF0909B
:200333007080C082C083907085C082C083907074E0F8 ASEOFACO00C00278087 AOOCO00CO62
:2003530002D003D001D002D0001234C FCO00C00278017 A00CO00C002D003D001 DO02DO00FD
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120037300123 S0EC000C002C000C00278E87 A03C000C002DO03D001 DO02D000123508E84 AER
:2003930070030230C278017A00C000C002D003D001 DO02D000123¢CFCO00C002D003DO0IED
:2003B300D002D00012350ECO00C002D003D00189828B83 123528CO00C00278D27A00C 0007 E
:2003D300C002D003D001D002D0001234CFCO00C002907089C082C083907074E0F8 ASEOF A Q4
:2003F300C000C00278087A00CO00C002D003D001 DO02DO001234C FCO00C00278027A00C0SE
:2004130000C002D003D00] DOOZDOOOIBSOECOOOCOOZCOOOCOO’278E87A03C000C002D00336
:20043300D001D002D000123508E84A70030230C278017 A00CO00C002D003 D001 DO02DO0OS3
:200453001234CFC000C002D003D00 1 DO02D00012350EC000C002D003D00189828B83123 SD]
:2004730028C000C002D003D001 DO02D0001 2350ED083 DOS2ESFOAIEA FO907085C082C08320
:20049300907089C082C083907074E0F8 ASEQFACO00C00278087 AODCO00C002D003 D001 DO
:2004B30002D00012348EC000C00278037 A00CO00C002D003D001 DOO2D000123512C000CO6B
2004D30002C000C00278E87A03C000C002D003D001 DO02D000123 S08EB4AT0030230C27880
:2004F300017A00C000C002D003 D001 DO02D0001234C ECO00C002D003 D001 DO02DO00 123582
:200513000EC000C002D003D00189828B83123528D083D082ES F0907089C082C0839070740D
:20053300E0F8 A3EOFACO00C00278087 AOOCO00C002D003 D001 DO02DO0012348ECO00CO02B9
2005530078057 A00CO00C002D003D001 DO02DO00123512C000C002C000C00278EST AO3COCE
:2005730000C00ZD003D001D002D0001 23 508E84A70030230C 278017 A00CO00C002D003 DOE0
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:202413006 FGE666C6963740049737461636B204572726F7200566563746F722072656C6FEC
:20243300636174696F6E204641494C4544004552524 F522000284C 696E 652000293 A200049
:0E245300535441525455502F52455345540096

:00003301CC

Serieller Snoop-Prozessor (IC16) Hex Datei (Serial5.hex)

: 10000000680006061 E0A 1209080C2A0003042803C9
:100010000606E805 1009EA02060A08022300000A95
:10002000540C130A6COC2B00EB02140A0008010C90
:100030000600000C0500060C2500000A 120C8901C0O
:1000400043066504130C890143066505140C8901F8
:1000500043060504150C890143060505160C8901 A4
:1000600043062504 170C890143062505180C890150
:1000700043064 504190C890143064505200C2B00S5S
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SEQUENCE LISTING

<110> University of utah Research Foundation

<120> system and Method for carrying out and Monitoring Biological
Processes : ,

<130> 7475-73545

<150> EP 03025810.7
351> 2003-11-10

<150> EP 97929833.8
<151> 1997-06-04

- <150> PCT/US97/09856
<151> 1997-06-04

<150> 08/658,993
<151> 1996-06-04

<160> 6
<170> PatentIn version 3.2

<210> 1

<211> 20

<212> DNA

<213> HOMO SAPIENS

<400> 1
cgtggtggac ttctctcaat

<210> 2

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 2
agaagatgag gcatagcagc

<210> 3
.<211> 35
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc

<222> (34)..(34)
<223> 3' fluorescein

<220>

<221> misc

<222> (34)..(34)
<223> 3'-fluorescein

<400> . 3
caaacagdca ccatggtgca cctgactcct gagga

<210> 4
<211> 30
<212> DNA

<213> Homo sapiens
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<220> .

<221> misc

<222> (29)..Q29)
<223> 3'-phosphate

<400> 4

aagtctgccg ttactgccct gtggggcaag 30
<210> S

<211> 22

<212> DNA _

<213> Homo sapiens

<400> S

ggttggccaa tctactccca gg 22
<210> ©

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 6

gctcactcag tgtggcaaag . 20

Patentanspriiche

1. Behalter aus einem Kunststoff/Glas-Verbund zur Aufbewahrung einer fluiden biologischen Probe, wah-
rend diese einer Nukleinsaurevervielfaltigung unterzogen wird, wobei der Behalter, der ein optisch klares Ma-
terial umfasst, zur Aufbewahrung einer Probe von maximal 1 ml ausgestaltet ist und ferner umfasst:

a) einen Kapillarréhrchenabschnitt, der an einem Ende geschlossen ist,

b) einen Reservoirabschnitt (450C), der ein trichterartig geformter Abschnitt ist, der mit dem offenen Ende des
Kapillarréhrchenabschnitts verbunden ist; und

c) eine Konstruktion zum Versiegeln des Kapillarréhrchenabschnitts, wobei der trichterartig geformte Abschnitt
aus Kunststoff hergestellt ist.

2. Behalter nach Anspruch 1, wobei der Kapillarréhrchenabschnitt eine Spitze mit einer duf3eren und/oder
einer inneren Krimmung aufweist.

3. Behalter nach Anspruch 1, wobei die Konstruktion einen Stopper umfasst, der zum Versiegeln des
Kunststoff/Glas-Behalters in dem trichterartig geformten Abschnitt platziert ist.

4. Behalter nach einem der Anspriche 1 bis 3, wobei eine in einen Kapillarréhrchenabschnitt geladene
Probe zur Ausbildung einer Fluidsaule von 0,2-2,0 cm in der Lage ist.

5. Vielzahl an Behaltern aus einem Kunststoff/Glas-Verbund, positioniert in einem drehbaren Karussell,
wobei die Behalter zur Aufbewahrung einer fluiden biologischen Probe geeignet sind, wahrend diese einer Nu-
kleinsdurevervielfaltigung unterzogen wird, wobei jeder Behalter, der ein optisch klares Material umfasst, zur
Aufbewahrung einer Probe von maximal 1 ml ausgestaltet ist und jeder Behalter ferner umfasst:

a) einen Kapillarréhrchenabschnitt, der an einem Ende geschlossen ist; und

b) einen Reservoirabschnitt (450C), der ein trichterartig geformter Abschnitt ist, der mit dem offenen Ende des
Kapillarréhrchenabschnitts verbunden ist,

wobei der trichterartig geformte Abschnitt aus Kunststoff hergestellt ist.

6. Vielzahl an Kunststoff/Glas-Behaltern nach Anspruch 5, wobei jeder Behalter zur Ausbildung eines
Epifluoreszenzanregungs- und -detektionswegs in der Lage ist.

7. Vielzahl an Kunststoff/Glas-Behaltern nach Anspruch 6, wobei der Detektionsweg auf die Spitze des Ka-
pillarabschnitts fokussiert ist.

8. Verwendung eines Kunststoff/Glas-Behalters gemal einem der Anspriiche 1 bis 3 oder einer Vielzahl

an Kunststoff/Glas-Behaltern gemafl einem der Anspriche 5 bis 7 fur eine Echtzeit-PCR, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Behalter zur Aufbewahrung einer fluiden biologischen Probe in der Lage ist, wéhrend diese
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einer Nukleinsaurevervielfaltigung unterzogen wird.

9. Verwendung eines Kunststoff/Glas-Behalters nach Anspruch 8 fiir eine Temperaturzyklusreaktion, wo-
bei der Temperaturzyklus mittels heiflem und Umgebungsluftfluids erhalten wird.

Es folgen 58 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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