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Laite, laitteen osa ja menetelmd nukleiinihappojen amplifioimiseksi -

Apparat, del av en apparat och fdrfarande fér mdngfaldigande av

nukleinsyror

(57) Tiivistelmd

Keksinto koskee laitetta, laitteen osaa ja menetelmaa
nukleiinihappojen amplifikaation suorittamiseksi. Menetelmdssd
inkuboidaan kohdenukleiinihapon, sopivat alukkeet ja reagenssit
sisiltividi reaktioseosta kohdenukleiinihapon polymerisoimiseksi
astiassa, minkd jdlkeen reaktioseos siirretdan nukleiinihappojen
denaturoimiseksi toiseen astiaan ja denaturoinnin tapahduttua
limmdnvaihtimen kautta takaisin alkuperdiseen astiaan. Laite on
saidetty siten, ettd polymerisointi- ja denaturaatioastia ovat

kyseisille reaktioille edullisissa ldmpdtiloissa.

Menetelmissa kdytettdvdian laitteeseen kuuluu yksi tai useampi
astiapari, jonka astiat on kytketty tai kytkettdvissd toisiinsa
yhdells tai useammalla putkella sekd nesteensiirtojarjestelma.
Yksi putkista toimii lammSnvaihtimena tai kulkee sellaisen
kautta. Molemmat astiat on varustettu termostoitavalla ldmmdn-

sdidtimella.

(57) Sammandrag

Uppfinningen avser en apparat, en del av apparat och ett
forfarande for mangfaldigande av nukleinsyror. Enligt
férfarandet inkuberar man forst i en behdllare en
reaktionsblandning, som innehdller nukleinsyran, lampliga
primers och reagenser, for att polymerisera nukleinsyran.
Efter polymeriseringen Overflyttas reaktionsblandningen till
en annan behadllare f6r denaturering av nukleinsyror. Efter
denatureringen overflyttas reaktionsblandningen via en
virmevaxlare till den ursprungliga behallaren. Apparaten ar
s4 reglerad, att temperaturen i polymeriseringsbehdllaren och
i denatureringsbehdllaren halls optimal. Apparaten innehdller
ett vatsketransportsystem samt ett eller flera par av
behadllare, och varje behdllare i ett par &r sammankopplad med
en elle: flera rdrledningar. En av dessa rdrledningar verkar
som varmevidxlare eller passerar genom densamma. Bada

behdlla na ar utrustade med en termostatreglerad

varmeregyulator.
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Laite, laitteen osa ja menetelmd nukleiinihappojen
amplifioimiseksi

Tim3 keksintd koskee laitetta ja menetelmda nukleiinihappojen
amplifikaation suorittamiseksi automaattisesti standardoi-
duissa olosuhteissa. Keksintd koskee myos menetelmassa
kdytettdvin laitteen kertakdyttoista osaa.

Nukleiinihappojen amplifikaatio on kuvattu patenteissa

Us 4,683,194, US 4,683,195 ja US 4,683,202 sekd patenttihake-
muksissa EP 200 362, EP 229 701, EP 237 362 ja US 024 604.
amplifikaatiossa reaktioseos, joka sis#ltés kohdenukleiini-
happoa, véhintdin kaksi sopivaa aluketta (primers), neljaa
eri deoksinukleosiditrifosfaattia seka DNA-polymeraasia
sopivassa puskuriliuoksessa, inkuboidaan ensin sopivassa
lampbtilassa DNA:n polymerisoimiseksi. Témén jdlkeen poly-
merisaatiossa muodostunut kaksisdikeinen DNA denaturoidaan
kuumentamalla ja reaktioseos jadhdytetdan ldmpdtilaan, jossa
alukkeet hybridisoituvat kohde-DNA:n kanssa. Tarvittaessa
muutetaan reaktioseoksen lémpdtila DNA-polymeraasin toiminnan
kannalta optimaaliseen ldmp&tilaan ja lisdtaan DNA-polyme-
raasia. Edelld kuvatut vaiheet toistetaan niin monta kertaa
kuin on tarpeen halutun tuloksen aikaansaamiseksi.

Amplifikaatio on yleensd suoritettu kdsin siirtdmdlla
koeputkia paikasta toiseen kymmenid kertoja. Menetelmd on
hidas ja hankala suorittaa. Kiytettdessd lampoherkkaa
polymeraasia putkia on pitanyt avata ja sulkea valilla.
Lisdksi jadhdytysvaiheen aikana kondensoitunut reaktioneste
on pitédnyt sentrifugoida putkien seinamistd homogeenisen
reaktionesteen aikaansaamiseksi. Prosessia ei ole ndin ollen
voitu automatisoida. Edelleen haittana on ollut se, etté
reaktio-olosuhteet eivdt valttamattd ole pysyneet aivan
samoina toistettaessa. Tamd on ollut ongelmana erityisesti
limmonkestivid entsyymid kdytettdessd, silla lammonkesta-
vyydestddn huolimatta polymeraasi tuhoutuu herkdsti, jos sita
pidetddn liian kauan denaturaatiolampdtilassa.
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Patenttihakemuksessa EP 236 069 on kuvattu laite, jossa
nukleiinihappoamplifikaatio suoritetaan tietokoneohjatusti
limmittimdllsd ja jadhdyttdmdlld reaktioseosta samassa
astiassa. Tassid laitteessa voidaan kdyttda ainoastaan
lammonkestdvad polymeraasientsyymid. Kdytdnndssa ldmmon-
kestdvd polymeraasi on aktiivinen ainoastaan muutaman
reaktiosyklin ajan. Reaktioseoksen ldmmittéaminen ja
jaahdyttéminen tarkasti ja riittévan nopeasti on vaikeaa,
koska reaktioastian ja siind olevan reaktioseoksen lisdksi
joudutaan muuttamaan myds ympdrdivan laitteen lampotila.
Ymparodivin laitteen léampokapasiteetti on taas pakostakin
huomattavan suuri verrattuna pienitilavuuksisen (noin 100 pl)
reaktioseoksen lamptkapasiteettiin. T&mdn vuoksi reaktioseos
joutuu helposti olemaan amplifikaatiolle epdedullisissa
olosuhteissa liian kauan. Erityisesti ongelmia aiheutuu
denaturaatiolampétilan ja -ajan sdddostd. Mikdli lampétila on
liian alhainen, ei denaturaatio etene amplifikaation kannalta
toivotulla tavalla. Toisaalta, mikdli polymeraasientsyymi
joutuu olemaan liian kauan denaturaatioldmpotilassa, se

tuhoutuu.

Timin keksinndn tarkoituksena on aikaansaada laite ja
menetelma edellamainittujen haittojen poistamiseksi. Nyt
keksitylld laitteella voidaan tdysin automaattisesti ilman
erillisii tydntekijan vaatimia toimenpiteitd suorittaa
nukleiinihappojen amplifikaatio yhdestd tai useammasta
niytteestd samanaikaisesti standardoiduissa reaktio-
olosuhteissa. Keksinndn mukaisessa laitteessa oikea
denaturaatiolimpstila ja -aika voidaan s3ddtéa riittavan
tarkasti ja nopeasti. Keksinndén mukaista menetelmdd ja
laitetta voidaan kidytt#& nukleiinihappojen amplifioimiseen
riippumatta siitd onko kaytetty polymeraasientsyymi
lammdnkestdva vai ei.

Keksinndn kohteena on menetelmd nukleiinihappoamplifikaation
suorittamiseksi siten ettd reaktioseosta, joka sisdltad yhden
tai useamman yksisdikeisen kohdenukleiinihapon, sopivat aluk-
keet, deoksinukleosiditrifosfaatit ja polymeraasientsyymin
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sopivassa puskuriliuoksessa, inkuboidaan polymerisaation
suorittamiseksi astiassa, minkd jalkeen reaktioseos siirre-
tiin kulloinkin sopivalla menettelylld nukleiinihappojen
denaturoimista varten toiseen astiaan, josta reaktioseos
denaturoinnin tapahduttua siirretaian takaisin alkuperdiseen
astiaan, sopivaa menettelyad kdyttéen. Amplifikaatiolaite on
sisdetty siten, ettd astiaa, jossa kohdenukleiinihapon
polymerisointi tapahtuu, pideté&an polymeraasientsyymin
toiminnalle edullisessa ldmpdtilassa ja astiaa, jossa
denaturaatio suoritetaan, pidetdan denaturoinnin kannalta
edullisessa lampotilassa. Reaktioseoksen siirto denaturaatio-
astiasta polymerisaatioastiaan tapahtuu lammdnvaihtimen
kautta. Limmdnvaihtimessa denaturoitu reaktioseos jddhdyte-
tisin edullisesti lémpotilaan, jossa alukkeiden ja kohde-DNA:n
hybridisaatio tapahtuu.

Keksinndn kohteena on myds menetelmissd kdytettdavd laite.
Laitteeseen kuuluu yksi tai useampi, edullisesti rinnak-
kainen, astiapari. Astiapari koostuu kahdesta astiasta, jotka
on kytketty tai kytkettdvissd toisiinsa yhdelld tai useammal-
la putkella. Laite voi olla varustettu erilliselld lammdn-
vaihtimella, jonka kautta ainakin yksi putkista kulkee tai
putki voi toimia sellaisenaan ldmmoénvaihtimena. Molemmat
astiat on varustettu limménsaitimelld, esimerkiksi termos-
taatilla varustetulla 1impéblokilla. Edelleen laitteeseen
kuuluu nesteensiirtojdrjestelmd reaktionesteen siirtdmiseksi
astiasta toiseen. Astia, jossa polymerisaatio tapahtuu, voi
olla varustettu sopivalla annostelulaiteella polymeraasient-

syymin ja/tai reagenssien lisdysta varten.

Keksinnén mukainen menetelma ja laite on havainnollistettu

seuraavissa kuvioissa, joissa

Kuvio 1 esittda polymerisaatiovaihetta ja yleisperiaatetta
keksinnon mukaisesta laitteesta,

Kuvio 2 esittdd nesteen siirtimistapahtuman astiaan, jossa

DNA:n denaturaatio tapahtuu,
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Kuvio 3 esittad DNA:n denaturaatiovaihetta,

Kuvio 4 esittii nesteen siirtdmistapahtuman takaisin astiaan,
jossa polymerisaatioreaktio tapahtuu.

Keksinndn kohteena olevaan kertakdyttSiseen laitteen osaan
kuuluu astiaparin ja nditd yhdistdvén putken liséksi astioi-
hin tulevat kaasuputket, joita voidaan kdyttda seuraavassa
tarkemmin kuvatun keksinndén mukaisen laitteen edullisessa
sovellutusmuodossa.

Kuviossa 1 on esitetty erds edullinen sovellutusmuoto, jossa
reaktioseos on astiassa 1, jossa polymerisaatioreaktio
tapahtuu. Astiasta 1 johtaa putki 3 astiaan 2. Putki 3 on
edullisesti teflonputki, jonka sisdhalkaisija on 0,3-0,5 mm.
Putken 3 yhteydessd voi mahdollisesti olla erillinen
limménvaihdin 4. Lammdnvaihdin 4 voidaan korvata myds
yksinkertaisesti lis#&mdlla putken pituutta. Astiat ovat
tdaysin tiiviitd. Putken 3 pdiden tulisi pddttyd molemmissa
astioissa liahelle astian pohjaa, jotta olennaisesti koko
nestetilavuus voitaisiin siirtda putkea pitkin toiseen
astiaan. Tistd syystd astioiden pohja on edullista muotoilla
alaspidin suppenevaksi, siten ettd nesteet valuvat kapenevaa
syvennystd kohden. Putken 3 paa on tietysti edullista
sijoittaa tdhdn syvennykseen. Kumpaankin astiaan 1 ja 2
johtaa myds kaasuputket 5 ja 6. N&ma kaasuputket on
yhdistetty venttiilisysteemiin, joka koostuu venttiileista
kuten esim. kolmitiemagneettiventtiileistd 7 ja 8, jotka ovat
mikroprosessoriohjattuja. Haluttaessa voidaan venttiilin
kautta yhdistdi kaasun virtaus jompaankumpaan astiaan,
jolloin toiseen astiaan johtavan kaasuputken venttiilin pitéaa
olla deaktivoitu, jotta ylimddrd kaasua pddsisi siirtymdan
pois ulkoilmaan ja nesteiden virtaus astiasta toiseen tulisi
mahdolliseksi. Sopivia kaasuja ovat inerttikaasut, mm. typpi
ja argon. Lisdyslaitteen ja siihen kuuluvan putken 9 kautta
voidaan tarvittaessa lisdt3d polymeraasientsyymid tai muita
reagensseja astiaan 1. Amplifioitaessa useita rinnakkaisia
ndytteitd, voidaan samanlaiset astioista 1 ja 2 koostuvat
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astiaparit liittd@ kaasuputkien 5 ja 6 valityksella kaasun-
jakajiin 10, jotka ovat venttiilien 7 ja 8 ohjauksessa.
Kuvassa 1 polymerisaatioreaktio on parhaillaan meneill&déan
magneettiventtiilien 7 ja 8 ollessa deaktivoituja eli auki
ulkoilmaan. Astia 1 pidetddn polymerisaatiolle optimaalisessa
lampbtilassa lammdnsddtimen 11 avulla.

Kuviossa 2 polymerisaatioreaktion padtyttyd reaktioseosta
ollaan siirtimissid putkea 3 pitkin astiasta 1 astiaan 2
putkea 5 pitkin astiaan 1 tulevan kaasun paineen avulla.
Venttiili 7 on siis aktivoitu paadstden kaasun virtaamaan
astiaan 1. Venttiili 8 on puolestaan deaktivoitu pddstaen
ylim3dran kaasua virtaamaan ulos. Sopiva kaasun paine on
edullisesti 0,1 - 1 atm.

Kuviossa 3 denaturaatio tapahtuu astiassa 2, jonka lampédtila
on siidetty sopivaksi lémmonsiirtimen 12 avulla. Kumpikin
venttiili 7 ja 8 on deaktivoitu, joten nesteiden siirtyminen
astiasta toiseen ei ole mahdollista.

Kuviossa 4 reaktioseosta ollaan siirtidmdssad astiasta 2
astiaan 1 takaisin. Venttiili 8 on aktivoitu padstden kaasun
virtaamaan astiaan 2. Kaasun paineesta neste pyrkii siirty-
miin astiaan 1. Siirto suoritetaan edullisesti sellaisella
nopeudella, ettd hybridisaatioreaktio ehtii tapahtua l&mmdén-
vaihtimessa. Venttiili 7 on deaktivoitu, jotta ylim&dra
kaasua padsisi astiaan 1 virtaavan nesteen tieltd pois.
Tarvittaessa suoritetaan polymeraasin lisdys putken 9 kautta.

Kuvioissa 1-4 esitetyt vaiheet voidaan toistaa useita jopa
kymmenia kertoja mikroprosessoriohjatusti, joten amplifi-
kaatio tapahtuu automaattisesti alusta loppuun.

Keksintd ei ole rajoitettu mitenkddn edelld selostettuun ja
kuvioissa 1-4 esitettyyn edulliseen sovellutusmuotoon, vaan
useat erilaiset muutokset ovat mahdollisia keksinndllisen
ajatuksen puitteissa. Y1lla kuvatussa laitteessa voidaan
esimerkiksi kiyttaia alipainetta ylipaineen asemasta.
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Amplifikaatiolaite, jossa nesteensiirto tapahtuu yli- tai
alipaineen avulla, mahdollistaa kdtevasti useiden kohde-
nukleiinihapposeosten samanaikaisen kdsittelyn, silléd samalla
venttiilillid voidaan ohjata kaikissa astioissa olevien
reaktioseosten siirtymisen astiasta toiseen. Reaktioseos
voidaan myds siirtéi astiasta toiseen nestepumpun avulla,
jolloin kaasuputkia 5 ja 6 ei tarvita. Tdlldin voidaan
esimerkiksi kdyttda pumppua, jonka virtaussuuntaa voidaan
muuttaa, jolloin astioiden 1 ja 2 valilli tarvitaan vain yksi
putki 3. Edelld@ kuvattu nukleiinihappojen amplifikaatio
voidaan suorittaa myds ribonukleiinihaposta kdinteiskopioija-
entsyymin avulla saadulle komplementaariselle DNA:lle.

Amplifikaatioreaktiosarja aloitetaan edullisesti kuvion 1
mukaisesta vaiheesta ts. inkuboidaan amplifikaatiossa
tarpeellisia reagensseja ja 1-sdikeistd kohdenukleiinihappoa
optimildmpétilassa optimiaika polymeraasireaktion suorit-
tamiseksi. Mikdli kohdenukleiinihappo on alunperin ollut
kaksisiikeinen, se tehddidn yksisdikeiseksi ennen ensimmdista
vaihetta. On tietenkin mahdollista kdyttaa amplifikaatio-
laitetta kohdenukleiinihapon denaturoimiseen, jolloin koko
reaktiosarja aloitetaan kuvion 3 esittidmasta vaiheesta.
T#116in on yleensd edullista kayttaa pidempaéd denaturaatio-
aikaa kuin varsinaisen amplifikaation aikana.

Reaktiosarjassa kdytettavat optimilémpdtilat ja -ajat
madrdytyvat kohdenukleiinihapon sekd kdytettdvan alukkeen ja
polymeraasientsyymin perusteella. Alan asiantuntija pystyy
itse siatamain laitetta ja valitsemaan sopivat olosuhteet
kulloinkin suoritettavalle amplifikaatioreaktiolle.

Polymeraasientsyymin lisdyksen suhteen voidaan menetella
usealla tavalla. Entsyymid voidaan sy6ttéaa astiaan, jossa
polymeraasireaktio tapahtuu joko jatkuvasti tai jaksot-
taisesti. Jos entsyymi on limmdnkestdvdd, sita laitetaan
reaktiosarjan alussa reaktioseokseen ja lisdtddn téman
jalkeen vain tarvittaessa. Entsyymid ei tarvitse liséta
lainkaan, jos se on sijoitettu reaktioastiaan joko
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immobilisoituna tai sopivana hitaasti vapautuvana annostelu-
muotona. Jos entsyymi on immobilisoitu se ei tietysti siirry
reaktioastiasta. Hitaasti vapautuvaa annostelumuotoa kdy-
tettdessi on tdrkedtd ettd polymeraasientsyymin vapautuminen
on sdiddelty siten, ettad sen konsentraatio on pysyy sopivana
niin monen reaktiosyklin ajan kuin on tarpeellista.

Limmdnvaihtimen lampdtila mddraytyy kdytettdvan alukkeen
pituuden ja nukleotidijakauman perusteella. Silloin kun
alukkeen hybridisaatiolampdtila poikkeaa huomattavasti
polymerisaatioentsyymin optimilampstilasta, reaktioseoksen
lampotilaprofiili sdadetaan edullisesti siten, ettd aluke
ehtii hybridisoitua jo limménvaihtimessa. Lammdnvaihtimen
saiddéssid voidaan myds ottaa huomioon polymerisaatioentsyymin
lampdherkkyys huolehtimalla siiti, ettd reaktioseosta
jishdytetdan riittdvésti ennen kuin se joutuu kosketuksiin
entsyymin kanssa. Denaturoidun nukleiinihapon sisdltdvén
liuoksen viipymsaikaa limménvaihtimessa voidaan sdatda letkun
pituuden ja denaturaatioastiaan johdettavan kaasun paineen
avulla tai vastaavasti alipainetta tai nestepumpun tehoa

sadtamalla.
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Patenttivaatimukset

1. Laite nukleiinihappojen amplifioimiseksi t unnettu
siitd, ettd siihen kuuluu yksi tai useampi putken tai
putkien (3) yhdistdmien astioiden (1,2) muodostama
astiapari, joka astiapari koostuu polymerisaatioastiasta (1)
polymerisaatiovaihetta varten ja denaturaatioastiasta (2)
denaturaatiovaihetta varten, seka polymerisaatiocastian tai
-astioiden (1) lampdtilaa sd&dtelevd ldmmdénsdadin (11), jolla
lidmmdonsdatimelld voidaan polymerisaatioastia tai -astiat
pitda nukleiinihappojen polymerisaatiolle optimaalisessa
lampdtilassa, ja denaturaatioastian tai -astioiden (2)
léampbtilaa sddtelevd lammdnsd@ddin (12), jolla ldmmdn-
sadtimelld voidaan denaturaatioastia tai -astiat pitda
nukleiinihappojen denaturaatioclle optimaalisessa
lampdtilassa, sekd nesteensiirtojarjestelmda, jolla
reaktionestettd voidaan siirtdd astiasta (1,2) toiseen putken
tai putkien (3) kautta.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen laite t unnet tu
siitd, ettd nesteensiirtojarjestelmddan kuuluu astiaparissa
tai astiapareissa oleviin astioihin (1,2) tulevat kaasuputket

(5,6) ja kaasun virtausta sdatavat venttiilit (7,8).

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen laite t unne¢ttu
siitd, ettd putki (3) kulkee erillisen ldmmbnvaihtimen (4)
kautta.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen laite tunnettu
siitd, ettd siihen kuuluu lisdksi annostelulaite ja -putki

(9) reagenssien ja/tai ndytteen lisdystd varten.

5. Patenttivaatimuksen 2 mukainen laite t unne¢t¢tu
siitd, ettda venttiilit (7,8) toimivat mikroprosessoriohja-
tusti.
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6. Patenttivaatimuksen 2 mukainen laite t unnet¢tu
siitd, ettid kaasuputket (5,6) on yhdistetty kaasunjakajiin
(10), jotka ovat venttiilien (7,8) ohjauksessa.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen laite tunnettu
siitd, ettd astioita (1,2) yhdistdvd putki (3) ulottuu

astioiden pohjalle asti.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen laite t unne¢t¢tu
siitd, ettd astioiden (1,2) pohja on alaspdin suppeneva.

9. Patenttivaatimuksen 4 mukainen laite t unn e t tu

siitd, etti reagenssien annostelulaite toimii jatkuvasti.

10. Patenttivaatimuksen 4 mukainen laite t unnettu
siita, etti reagenssien annostelulaite toimii jaksoittain.

11. Patenttivaatimusten 1 ja 2 mukainen laitteen osa,
johon kuuluu putken (3) yhdistéma astioiden (1,2) muodostama
astiapari ja astioihin (1,2) tulevat kaasuputket (5,6)

tunnettu siiti, ettid laitteen osa on kertakdyttdinen.

12. Patenttivaatimuksen 1 mukaisella laitteella suoritettu
menetelmid nukleiinihappojen amplifioimiseksi t unne t -
t u siitid, etta suoritetaan seuraavat vaiheet:

a) inkuboidaan polymerisaatioreaktiossa tarpeelliset
reagenssit ja yksisdikeistd kohdenukleiinihappoa sisdltdva
reaktioseos

b) denaturoidaan reaktioseoksessa oleva kaksisdikeinen
nukleiinihappo kuumentamalla

c) jddhdytetddn reaktioseos

d) lisdtdan tarvittaessa DNA-polymeraasia

e) toistetaan sama reaktiosykli uudestaan kulloinkin sopiva
maird kertoja siten, ettd vaiheet a) ja b) suoritetaan

erillisissa astioissa (1,2), joiden l&mpstilat pidetddn koko
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ajan kullekin vaiheelle sopivina.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd t unne t -
t u siitd, ettd denaturoitu nukleiinihappo jiddihdytetdin
ennen siirtoa astiaan, jossa polymerisaatio tapahtuu.

14. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd t unne ¢t -
t u siitd, ettd reaktionesteen siirto astiasta toiseen

tapahtuu kaasun paineen avulla.

15. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmid t un n e t

t u siitd, ettd polymeraasientsyymid lisdtddn jatkuvasti.

16. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd t un n e t
t u siitd, ettd polymeraasientsyymi lisdtddn jaksottain.

17. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd3 t un n e t
t u siitd, ettd polymeraasientsyymi on immobilisoituna

reaktioastiassa.

18. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd t unne t -
t u siitd, ettd polymeraasientsyymi on hitaasti vapautuvana

annostelumuotona reaktioastiassa.
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Patentkrav

1. En apparat fér mangfaldigande av nukleinsyror, k & n -
netecknad dédrav, att den omfattar ett eller flera
par av behdllare, och varje behdllare (1,2) i ett par ar
sammankopplad med en eller flera rérledningar (3), vilket par
av behdllare bestdr av en polymerisationsbehallare (1) f&r
polymerisationsfasen och av en denaturationsbehallare (2) £f&r
denaturationsfasen, samt av en reglerande vdrmevdxlare (1l1),
som reglerar polymerisationsbeh&llarens eller -behdllarnas
(1) temperatur, med hjdlp av vilken man kan halla
polymerisationsbehdllaren eller -behdllarna vid optimal
temperatur for polymerisering av nukleinsyror, samt av en
reglerande vidrmevaxlare (12), som reglerar denaturations-
behdllarens eller -behdllarnas (2) temperatur, vid optimal
temperatur f6r denaturering av nukleinsyror, samt av ett
transportsystem f6r vdtskor, med hjdlp av vilket man kan
dverflytta reaktionsvatska fran en behdllare (1,2) till en
annan lidngs ett eller flera rdrledningar (3).

2. En apparat enligt patentkrav 1, k @&nnetecknad
ddrav, att till vAtsketransportsystemet hoér gasledningar
(5,6), som leder till behdllarna (1,2) i paret eller paren av
behdllare samt ventiler (7,8) f8r reglering av gasflddet.

3. En apparat enligt patenkrav 1, k dnneteckmnad
didrav, att rdrledningen (3) l1lOper genom en sarskild

varmevadxlare (4).

4. En apparat enligt patenkrav 1, k dnneteckmnad
diarav, att den dessutom innehdller en doseringsapparat och
-rérledning (9) f6r tillsats av reagens och/eller prov.

5. En apparat enligt patenkrav 2, k annetecknad
dirav, att ventilerna (7,8) styrs av en mikroprocessor.
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6. En apparat enligt patenkrav 2, k @&nnetecknad
dirav, att gasledningarna (5,6) &r sammanfogade med
gasfdrdelare (10), vilka ar reglerade av ventilerna (7,8).

7. En apparat enligt patenkrav 1, k @ nnetecknad
dirav, att den rérledning (3), som forenar behdllarna (1,2)
rdcks dnda till behallarnas botten.

8. En apparat enligt patenkrav 1, k d nnetecknad
didrav, att behdllarnas (1,2) botten avsmalnar nedat.

9. En apparat enligt patenkrav 4, k @ nnetecknad
ddrav, att doseringsbehallaren f&r reagens fungerar

fortldpande.

10. En apparat enligt patenkrav 4, k @ nnetecknad
dirav, att doseringsbehdllaren fdr reagens fungerar

periodvis.

11. En del av en apparat enligt patentkrav 1 och 2, bestaende
av ett par av behdllare (1,2) som sammanfogas med hjdlp av en
rérledning (3) samt till behdallarna (1,2) ledande
gasledningar (5,6), k @nnetecknad ddrav, att

apparatdelen ar amnad fo6r engangsbruk.

12. Férfarande for mangfaldigande av nukleinsyror utfdrt med
hjdlp av en apparat enligt patentkrav 1, k @& nneteck -
n at darav, att féljande skeden utfodrs:

a) en reaktionsblandning innehdllande de fo&r
polymerisationsreaktionen behdvliga reagensen samt
enkelstrangad testnukleinsyra inkuberas

b) dubbelstrdngad nukleinsyra i reaktionsblandningen
denatureras

c) reaktionsblandningen avkyls

d) vid behov tillférs DNA-polymeras
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e) samma reaktionscykel upprepas ett behévligt antal ganger,
si att skedena a) och b) utfdrs i skilda behallare (1,2),
vilkas temperatur hela tiden halls vid en for vardera skedet

limplig temperatur.

13. Fdrfarande enligt patentkrav 12, k innetecknat
dirav, att den denaturerade nukleinsyran avkyls innan den
sverférs till den behallare dir polymerisationen sker.

14. Fdrfarande enligt patentkrav 12, k innetecknat
diarav, att reaktionsldsningen overfdrs fran en behdllare till

en annan med hjdlp av gastryck.

15. Férfarande enligt patentkrav 12, k innetecknat
dirav, att polymerasenzym tillfdrs kontinuerligt.

W
o

16. Fdérfarande enligt patentkrav 12, kanneteckn

dirav, att polymerasenzym tillférs periodvis.

V]
cr

17. Férfarande enligt patentkrav 12, k anneteckn
dirav, att reaktionsbehallaren innehaller immobiliserat

polymerasenzym.

18. Fdérfarande enligt patentkrav 12, k 3nnetecknat
didrav, att reaktionsbehallaren innehdller polymerasenzym i

retarderad doseringsform.

Viitejulkaisuja-Anfdrda publikationer
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