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Reakéni nadoba

Oblast techniky

PredloZeny vyndlez se tykd nadob a za¥izeni pro ¥izeny
oh¥ev reaké&nich latek, nap¥iklad p¥i biochemickych reakcich,

a zpusobl jejich vyuZiti.

Dosavadni stav techniky

Rizeny oh¥ev reakdnich nadob se &asto provadi za
pouziti pevnych blokovych ohFivac&ld, které se oh¥ivaji
a chladi rdznymi zplsoby. Soufasné pevné blokové oh¥ivade se
oh¥ivaji a chladi, mezi jinymi, elektrickymi prvky nebo
termoelektrickymi za¥Xizenimi. Jiné reakdni nddoby se mohou
ohrivat halogenovymi lampami nebo za¥izenimi na proudici
vzduch. Nadoby se mohou chladit pomoci termoelektrickych
zarizeni, kompresorovymi chladicimi technikami, wvzduchem
nebo chladicimi médii. Reak&ni néadoba je p¥ipojena na
blokovy oh¥iva¢ s rliznym stupndm komfortu. Tak napf¥iklad
tepelny kontakt mezi blokovym oh¥ivadem a reakdni nadobou se
méni od jedné konstrukce oh¥ivade ke druhé. V reakcich
vyZadujicich vice reak&nich stupiid se teplota blokového
oh¥ivace mizZe nastavovat pomoci programovatelného
regulétoru, nap¥iklad pro umoZné&ni provad&ni tepelnych cykli

pomoci oh¥ivady.

Tento typ usporaddani ohfivale je 2zv1&ait& vhodny pro
reakce vyZadujici tepelné cyklovani, nap¥iklad metody
amplifikace DNA, jako polymeradzova Yet&zcovd reakce (PCR,

Polymerase Chain Reaktion). PCR je postup pro vytvareni



velkych mnoZstvi zvla8tnich sekvenci DNA a je zalo¥ena na
charakteristikach parovani bazi DNA a ptesném kopirovani
komplementdrnich vldken DNA. Typicky postup PCR zahrnuje
cyklus t¥i zakladnich krokud.

Denaturace: Smés obsahujici reak&ni &inidla pro PCR
(zahrnujici kopirovanou DNA, jednotlivé nukleotidové baze
(A,T,G,C), vhodné primery a enzym polymerizu) se zah¥iva na
predem stanovenou teplotu pro odd&leni dvou vldken cilové
DNA.

Ochlazeni: Smé&s se poté chladi na predem stanovenou
teplotu a primery (molekuly s kratkym vlédknem, jejichz
pritomnost je nutnd pro tvoreni molekul s deldim tetdzcem
DNA) lokalizuji jejich komplementarni sekvence DNA a vai¥i se

k nim.

Rist: Smé&s se znovu zah¥ivd na stanovenou teplotu.
Enzym polymerdza (fungujici jako katalyzéator) pr¥ipojuje
jednotlivé nukleotidové bdze na konec primeru pro vytvoF¥eni
nového vldkna DNA, které je komplementdrni sekvenci cilové

DNA, pricemZ se ob& vlakna vzdjemn& spojuji.

Nevyhoda znadmych blokovych oh¥ivadl spo&ivad v dobd
zpoZzdéni, nutné aby topny blok mohl oh¥ivat a chladit na
teplotu poZadovanou pro reakci. Doba pro ukon&eni ka¥dého
reakéniho cyklu je Z&ste&n& urdena, vedle rychlosti reakce,
tepelnou dynamikou oh¥ivade. Pro reakce zahrnujici vice
cykld a vice teplotnich stupii? tato doba zpozdéni znadné
ovliviiuje dobu pot¥ebnou pro tdplné zreagovani. Tepelné
cyklovadle zaloZené na takovychto blokovych oh¥ivadich
zpravidla pot¥ebuji 2 hodiny pro provedeni 30 Uplnych

reakénich cyklu.




Pro Zetné aplikace PCR techniky je poZ¥adovdno dokondit
sekvenci cykld v minimdlnim moZném <dase. Zejména nap¥iklad
kdyZ vzduch nebo tekutiny nebo potraviny pro lidskou
a zvir¥eci spot¥ebu jsou podez¥elé =z kontaminace, mohou
rychlé diagnostické metody wuSet¥it zna&né naklady, ne-1i

zdravi nebo dokonce Zivoty.

Alternativni tepelny cyklovac obsahuje mnoZstvi
kapilarnich reak&nich trubic =zavé&&enych ve wvzduchu. Ohtev
a chlazeni reakénich trubic se provadi pomoci halogenové
lampy a proudénim vzduchu pomoci ventildtoru. Tepelna
dynamika tohoto systému p¥edstavuje znadné zlepSeni oproti
tradi¢ni konstrukci blokového oh¥ivale, protoZe oh¥aty
a ochlazeny vzduch je veden nap¥i¢ reak&nim trubicim a je
rychle dosaZeno poZadované teploty, p¥icdemZ ventilator
poskytuje homogenni tepelné prost¥edni a nucené chlazeni. Za
pouZziti tohoto apardtu miZe byt uskutedndno 30 reak&nich

cykld béhem asi 15 minut.
Nevyhodou tohoto tepelného cyklovade je, Z%e vzduchové

chlazeni a oh¥ivédni neni vhodné pro viced&elovy aparéat,

a zejména ne pro mobilni nebo p¥enosny apardt tohoto druhu.

Podstata vynalezu

PrihlaSovatelé vyvinuli G&inny systém rychlého oh¥evu
a chlazeni reak&nich ¢inidel, ktery je pouZitelny zejména

p¥i reakcich s tepelnym cyklovanim.

PredloZeny vyndlez poskytuje reak&ni n&dobu zahrnujici

elektricky vodivy polymer, ktery emituje teplo p¥i prbichodu



elektrického proudu.

Elektricky vodivé polymery jsou znamy ze stavu
techniky a lze je ziskat od Caliente Systems Inc. of Newark,
USA. Jiné p¥iklady takovychto polymert jsou popsany
nap¥iklad v patentech US 5 106 540 a US 5 106 538. Vhodné
vodivé polymery mohou poskytnout teploty a¥ do 300 °C a jsou
tedy dob¥e pouZitelné pro PCR procesy, kde je typické

rozmezi teplot mezi 30 ©C a 100 ©cC.

Vyhoda vyndlezu proti konvendnimu blokovému oh¥ivadi
je odvozena ze skutednosti, ze polymery, Kkteré vedou
elektricky proud se oh¥ivaji rychle. Rychlost topeni zavisi
na presné povaze polymeru, rozmérech pouZitého polymeru
a velikosti privadéného proudu. S vyhodou mad polymer vysoky
mérny odpor, naptriklad vice neZ 1000 ohm.cm. Teplota
polymeru miaze byt snadno Yizena Yizenim mnoZstvi
elektrického proudu prochadzejiciho polymerem, coZ umoZiuje
udrZovat jej mna poZadované teploté& po poZadovanou dobu.
Dale, rychlost pfechodu mezi teplotami miZe byt po kalibraci
snadno Yizena dodavanim vhodného elektrického proudu,

nap¥iklad ¥izenym vhodnym politadovym programem.

Déale, ve srovndni s Dblokovym oh¥iva&em, vzhledem
k malé tepelné hmoté polymeru, miZe byt zajisténo také
rychlé chlazeni. Je-1li vS8ak t¥eba, reak®ni nadoba miZe byt
podrobena umé&lému chlazeni pro daldi zvydeni rychlosti

chlazeni.

Vhodné zpusoby chlazeni zahrnuji nucené vzduchové
chlazeni, nap¥iklad pomoci ventildtord, ponof¥eni do ledové

nebo vodni lazné& atd.




Kromé& toho, pouZiti polymeru jako topného prvku
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v reakdni nadobé zpravidla umozZni uc¢init pristroj
kompaktnéjsim neZ jsou stavajici blokové oh¥ivade, coZ je
uzitecné pri provadéni chemickych reakci v polnich
podminkach jako napt¥iklad pod Sirym nebem, na  Yece,

v tovarné nebo také v malé dilnég.

Reak¢ni néadoba miZe wmit formu kontejneru, jako
napriklad sklenéného, plastového nebo silikonového
kontejneru, s elektricky vodivym polymerem uspo¥adanym
v tésné blizkosti kontejneru. Podle jednoho vytvo¥eni nadoby
je polymer opat¥en pouzdrem, které je upevné&no kolem reaké&ni
nadoby, v tepelném kontaktu s nadobou. Pouzdro bud mi%e byt
vytvofeno jako tvarovany povlak, obalujici reakd&ni nadobu,
nebo miZe byt vytvofeno jako pds félie, kterd miZe byt

obalena kolem reakcéni né&doby a opevnéna.

Usporadani polymerniho pouzdra znamena, ze Jje
dosaZitelny bezprost¥edni tepelny styk mezi pouzdrem
a reak&ni ndadobou. To zajisdtuje, Ze nadoba rychle dosdhne
pozadované teploty bez obvyklé doby zdrzZeni zplsobené
izolaénim efektem vzduchové vrstvy mezi reakd&ni nadobou
a oht¥ivacdem. Déale, polymerni pouzdro miZe byt pouZito
k Gpravé za¥izeni za pouziti jiZ d¥ive existujicich
reakénich né&dob. Zejména pés flexibilni polymerni félie miZe

byt obalen kolem reakéni naddoby ruznych velikosti a tvart.

P¥i pouZiti  pouzdra miZe byt  vyhodné, kdyZz Ije
perforovadno nebo néjakym zpisobem m¥iZkovano. To miZe zvy$it
flexibilitu polymeru a také umoZnit snadné&js$i p¥istup
chladiciho média, jestliZe neni pro chlazeni pouZit samotny

polymer.




\Y, dalsim  vytvo¥enim je polymer vytvo¥en jako
integrdlni déast reakéni nadoby. Reak&ni nadoba miZe byt
vytvo¥ena z polymeru extruzi, lisovst¥ikem nebo obdobnymi
technikami. Reakéni nddoba miZe byt alternativn& vyrobena za
pouZiti kompozitni konstrukce, ve které je vrstva vodivého
polymeru vloZena mezi vrstvy materidlu, 2z n&hoZ je nadoba
vyrobena, nebo v némZ je vnit¥ni nebo vné&j3i povrch reakdéni
naddoby povlecen polymerem, nebo dadle v némZ Jje nadoba
vytvorena vpodstaté& z polymeru povledeného tenkym lamindtem
z PCR kompatibilniho materidlu. Takovéto naddoby wmohou byt
vytvo¥eny laminovanim a/nebo nandfenim, nap¥iklad technikami
chemického nebo elektrochemického nand$eni, znamymi ze stavu

techniky.

Nadoby, které obsahuji polymer jako integralni

souc¢dst, mohou predstavovat zv1ast kompaktni konstrukce.

JestliZe je pro nékteré zv1astni reakce t¥eba n&kolik
reak&nich nddob, mohou byt elektrické kontakty umist&ny tak,
Ze ke v8em reakénim nadobam nebo trubkédm miZe byt pFipojen
jediny napajeci pr¥ivod. Reakéni nadoby mohou byt usporadany

v poli.

Alternativné miZe mit kaZd& reak&ni nadoba nebo ka?da
skupina reakcnich nédob svij vlastni topny profil dany
nastavenin privadéného proudu do této nadoby nebo skupiny
néddob. To poskytuje dals8i a zvlasté vyznamnou vyhodu
reakénich nédob s polymerem podle vyndlezu proti pevnym
blokovym oh¥ivadim nebo oh¥ivadim na vzduch v tom, Ze
jednotlivé nadoby mohou byt ¥izeny navz&jem nezivisle
s jejich vlastnim tepelnym profilem. To =znamend, Ze pro
provadéni vice PCR zkouSek zarovell je moZné pouZit pom&rné&

maly aparédt, nehledé€ na to, Ze kaZdd zkouSka vyZaduje rlznou




pracovni teplotu. Nap¥iklad PCR zkousky pro 2zjisténi
zna¢ného mnoZstvi organismd ve vzorku se mohou provad&t
zaroven, nehledé na to, ze sekvence nukleotidd,
charakteristickd pro kaZdy organismus, se amplifikuje p¥i

jiné pracovni teploté PCR.

Polymer miZe byt vhodné& vytvo¥en ve form& tabulového
materidlu nebo fdélie, napt¥ikald o tloustce 0,01 mm aZ
10 mm, napf¥iklad 1 aZ 1 mm, s vyhodou 0,1 aZ 0,3 mm. Za
pouziti tenkych £61ii je minimalizovdn objem polymeru
pot¥ebny pro pokryti jednotlivé reak&ni nadoby nebo povrchu.
To redukuje dobu pot¥ebnou pro ohrati polymeru na
poZadovanou teplotu, JjestliZe teplo vytvo¥ené prichodem
proudu skrze polymer nemusi byt distribuovdno skrze velky

objem polymerniho materidlu.

v provozu Jje polymerni soudéast reakéni néadoby
usporadéna tak, aby mohl byt v polymeru vytvo¥en elektricky
proud. Toho mlZe byt dosaZeno opat¥enim polymeru kontakty
pro elektricky p¥ivod, nebo indukovanim elektrického proudu
uvnit¥ polymeru, nap¥iklad vystavenim polymeru vhodnému

elektrickému nebo magnetickému poli.

Spojeni tepelného kontaktu mezi polymerem
a kontejnerem s reakdénim ¢inidlem nebo &inidly, které miZe
byt realizovano v reakdnich nadobich podle wvynélezu,
redukuje nebo eliminuje izoladni efekt vzduchové vrstvy mezi

topnym prvkem a reakéni n&adobou.

V jednom vytvo¥eni vyndlezu nddoba zahrnuje kapildrni
trubku. Prestup tepla =z kapildrni trubky do reak&nich
¢inidel v ni obsaZenych je rychlej$i, ne? jakého je dosaZeno

za pouziti konvenénich reakénich nddob, nebot pom&r plochy



povrchu k objemu reakénich ¢inidel v kapildrni trubce ije

vétdi, ne? v konvendéni reak&ni nadob&.

Alternativné miZe nadoba =zahrnovat plochou opé&rnou
desku, Jjako mnaptriklad dvourozmérné pole, zejména <&ip,
napriklad silikonovy destilkovy &ip, nebo destidku, zejména
mikroskopové sklic¢ko, na které jsou nesena reakdni &inidla.
Deska miZe byt vyrobena z polymeru, nebo miZe byt polymer
vytvoren jako integrdlni <&ast desky, bud jako povlak na
jedné strané& desky nebo jako polymerni vrstva uvnit?
kompozitni konstrukce jak bylo vySe popséno. Je-1li t¥eba,
a zejména jestliZe je deskou &ip, miZe byt polymer nanafen
a/nebo leptédn v preferovaném formatu na &ipu za pouZiti
nap¥iklad technologie ti&té&nych obvodd (PCB, printed circuit
board) .

Nadoby tohoto typu mohou byt zv1&3t& uZitedné pro

provadéni PCR in situ, nap¥iklad na vzorcich tkané&.

Jiné vhodné reak&ni nddoby jsou trubky a kyvety, znamé

v oboru.

Vyndlez déle poskytuje =za¥izeni pro reakce vyZadujici
vice teplotnich stupiil, pricemZ uvedné zatrizeni obsahuje
reakéni nadobu popsanou vySe, prost¥edky pro vytva¥eni
elektrického proudu uvnit¥ polymeru a ¥idici prost¥edky pro
regulaci mnozstvi elektrického proudu prochézejiciho

polymerem pro ¥izeni jeho teploty.

Ridici prost¥edky jsou s vyhodou automatické ¥idici
prost¥edky, jako nap¥iklad ©poditadem ¥izené iterfacové
usporadani. Za pomoci programovatelného ovladacde pro

elektricky obvod spojeny s polymerem miZe byt pomoci




za¥izeni predem naprogramovan definovany topny reZim,
nap¥iklad definovany pocdet cykla p¥edem stanovenych
teplotnich stupmli, které se maji realizovat po dobu p¥edem
stanovenych ¢asovych intervald a =zdrZeni, v&etn& vyuziti
riznych teplotnich a <&asovych profild s rlznymi reakénimi

nadobami v témZe za¥izeni v téZe dobd.

Ridici prost¥edky mohou zahrnovat za¥izeni pro
monitorovani teploty, napriklad termoclanek, ktery
monitoruje teplotu reakéni nadoby a dodava tuto informaci do
kontrolniho systému pro dodrZeni poZadovaného reZimu topeni

a/nebo chlazeni.

Alternativné miZe byt teplota polymeru monitorovana
primo mé&¥enim jeho mé&rného odporu, nap¥iklad uspotadanim
polymerniho topného prvku jako odporu v obvodu tvo¥icim
Wheatstonlv mistek. Tim odpada pouZiti jinych za¥izeni pro

mé¥eni teploty, nap¥iklad termo¢lanku.

Volitelné miZe za¥izeni d&le obsahovat prost¥edky pro

nucené chlazeni, nap¥iklad jeden nebo vice ventilatoru.

Za¥izeni miZe obsahovat mnoZstvi kontejnert. Polymer
miZe byt vytvo¥en jako integrdlni ¢&ast kaZdého kontejneru,
jako pouzdro kolem kaZdého kontejneru nebo miZe by uspo¥adan
tak, Ze Je vrstva polymeru mezi sousednimi kontejnery.
Véschny elektrické kontakty na polymeru mohou byt p¥ipojeny
k jednomu elektrickému p¥ivodu, JjestliZe se provadi vice

reakci, které vyZaduji stejné teplotni stupné.

Ve vyhodném provedeni vS8ak je za¥izeni uspotradéano tak,
Ze polymer v kontaktu s kontejnerem nebo skupinou kontejnert

(nebo tvo¥ici kontejner nebo skupinu kontejnerd) je pfipojen



k individudlnimu p¥ivodu, p¥ifemZ né&kolik kontejnerd nebo
skupin kontejnerrt je p¥ipojeno k ruznym, nezdvisle ¥izenym
elektrickym p¥ivodim. S timto uspofidddnim se miZe soulasné
provadét vice rGznych reakci vyZadujicich rGzné teplotni
stupné, protoZe kazdy kontejner nebo skupina kontejnerd ma
svij vlastni topny prvek. Toto uspo¥adani umoZiuje uZivateli
provéddét mnoZstvi reakci s malymi vsdzkami =za pouZiti
jediného =zafizeni, coZ =za pouZiti existujiciho za¥izeni
nebylo moZné. Jediné dosavadni za¥izeni vhodné pro tento typ
pouziti Jjsou wurdité konstrukce Dblokovych oh¥ivadd, které
maji mezi 2 a 4 segmenty, které mohou byt oh¥ivany
a chlazeny nezavisle. Toto zatrizeni je v8ak omezeno na
pouZiti pro 2 aZ 4 reakdni vsdzky a md nevyhodu pomalého

cyklu, jak bylo popséno vysSe.

KdyZz reak&ni nadoba obsahuje destidku nebo &ip, miZe
za¥izeni obsahovat desti¢ku nebo ¢&ip, elektricky p¥ivod,
prostfedky pro p¥ipojeni elektrického p¥ivodu k destidce
nebo Cipu nebo pro indukovani elektrického proudu v polymeru
a prostredky pro Yizeni proudu prochazejiciho vrstvou

polymeru v destidce nebo &ipu.

Reakéni nédoby a =zafizeni podle wvyndlezu mohou byt
pouzity v rlznych situacich, kdy je poZadovdno provadéni
chemickych nebo biochemickych reakci. Vyndlez tak déale
poskytuje zplsob provddéni reakce, jako nap¥iklad chemické

nebo biochemické reakce, kteryZto zpusob zahrnuje oh¥ivani

reakénich <¢inidel v reak&ni nddobé uvedené vyse.

Stejné& Jjako pro amplifikadni reakce, jako nap¥iklad
jiZ v¥ySe zminéni PCR reakce, mohou byt nadoby a za¥izeni
podle vyndlezu pouZity pro Glely vytvaA¥eni sekvence nukleové

kyseliny a p¥i kinetickych studiiich enzyml, p¥i kterych se




studuje aktivita enzymd p¥i ruznych teplotéch, pop¥ipad&
jinych reakci, =zejména reakci zahrnujicich enzymatickou
aktivitu, p¥i kterych Jje t¥eba udrZovat p¥esnou teplotu.
Reak&éni nadoby podle vyndlezu umoZfuji dosaZeni p¥esnych
teplot a jejich wudrZovani po dobu vhodné <&asové periody,
podle pot¥eby ji rychle zmé&nit, a to i v mobilnim nebo

prenosném zafizeni podle nékterych vytvoreni vynidlezu.

Pro PCR reakce se teplotni podminky poZadované pro
dosaZeni denaturace, ochlazeni nebo prodlouZeni, a doba
pot¥ebnd pro provedeni té&chto stuptid, m&ni v zavislosti na
riznych faktorech, jak je v oboru znamo. P¥iklady té&chto
faktord =zahrnuji povahu a délku nukleotidu, ktery se ma
amplifikovat. Pr¥iklady téchto faktord =zahrnuji povahu
a délku amplifikovaného nukleotidu, povahu pouZitych primeru
enzymi. Optimdlni podminky miZe urdit pro ka¥dy pripad
odbornik v oboru. Typické teploty denaturace jsou Yadové
95 °C, typické teploty ochlazeni jsou ¥adové 55 ©C a teploty
prodlufovani 72 ©C zpravidla ¥&dov& odpovidaji. P¥i pou¥iti
reakénich nadob a za¥izeni podle vyndlezu mohou byt tyto
teploty rychle dosaZeny a rychlost p¥echodu mezi teplotami

snadno kontrolovana.

V mnoha vytvo¥enich vyndlezu lze samoz¥ejm& pouZit
zkousek pomoci generickych DNA srovnadvacich  barviv
a zkuSebnich genovych materidld specifickych pro vlékno,

R popsanych v US patentu ¢&. 5 538 848

nap¥. zkoSek Tagman
a zkousSek materidld TIRF (Total Internal Reflection
Fluorescence) popsanych ve W093/06241. P¥i t&chto zkouskach
se signal ze vzorku, napriklad fluorescentni nebo
evanescenéni, detekuje pomoci =za¥izeni pro monitorovani
fluorescence. KdyZ se provadi tento typ procesu, musi byt

fluorescencéni monitorovaci za¥izeni uspo¥adédno tak, aby bylo



schopno detekovat signal vyza¥ujici ze vzorku. V nékterych
pripadech miZe byt uZitedné, JjestliZe je alespoll Jdé&st
nadoby, nap¥iklad v p¥ipadé€ trubky podle vynédlezu jeji
konec, opticky ¢&ira, aby bylo moZno skrze ni provadét
mé&¥eni. Alternativn& miZe nadoba byt opat¥ena prost¥edky pro
vedeni signélu ze vzorku do monitorovaciho =za¥izeni,

nap¥iklad optickym vldknem nebo evanescen&nim vlnovodem.

P¥ehled obrazkd na vykresech

Vytvo¥eni p¥edloZeného vyndlezu bude nyni popséno za

pomoci p¥ikladu s odkazem na p¥iloZené vykresy, na kterych

obr. 1 predstavuje oh¥iva¢ reakéni nddoby zahrnujici
pozdro z elektricky vodivého polymeru uspo¥adaného pro

upevnéni kolem reakéni trubky,

obr. 2 predstavuje reakéni destidku majici na svém

povrchu povlak elektricky vodivého polymeru,

obr. 3 pFfedstavuje reak&ni destidku majici vrstwvu

elektricky vodivého polymeru uvnit¥ kompozitni konstrukce,

obr. 4 predstavuje zarizeni pro provadéni reakci
zahrnujicich vice teplotnich stuptit, které vyu?iva pasek
eletricky vodivého polymeru pro oh¥ev kapildrni trubky

reakdni néadoby,

obr. 5 predstavuje schema za¥iIzeni podle vyndlezu pro

provadéni PCR reakce,

obr. 6 predstavuje termocykladni profil pouZity



v zaYizeni podle obr. 5,
obr. 7 je schema p¥enosného PCR multidetektoru, a
obr. 7a je schema prvku detektoru pro pouziti

v zaY¥izeni podle obr. 7.

Priklady provedeni vynalezu

Podle obr. 1 je pouzdro z elektricky vodivého polymeru
2 opatfeno elektrickymi kontakty 3 pro pripojeni
k elektrickému zdroji. Velikost a tvar pouzdra 2 jsou dany
rozméry a tvarem reakéni nddoby 1, pro ni¥ ni% je pouzdro

uzpusobeno.

P¥i pouziti se pouzdro 2 umisti kolem reakdni nadoby
s niZ Jje v tepelném kontaktu. Kontakty 3 se pak p¥ipoji

- ~

L,
k elektrickému zdroji (nezndzornénému) a polymernim pouzdrem
2 prochézi proud, ¢&imZ je oh¥ivd spolu s reakdni smé&si

v reakdéni nadobé& 1.

Podle obr. 2 je destic¢ka 1 povlelena na jedné strand
elektricky vodivym polymerem 2. Elektrické kontakty 3 jsou
uspo¥addany na jednom konci destiCky 1 a jsou v elektrickém

spojeni s polymerni vrstvou 2.

Na obr. 3 obsahuje nadoba destic¢ku 1 majici kompozitni
konstrukci, ve které je vrstva elektricky vodivého polymeru
2 vloZena mezi vrstvami obvyklého materidlu pouZivaného pro
vyrobu takovychto destidek, nap¥iklad skla. Elektrické
kontakty 3 Jjsou usporddadny na jednom konci desti&ky 1,

v elektrickém spojeni s polymerni vrstvou 2.




Pri pouZiti se elektricky zdroj (neznédzorn&ny) p¥ipoji
k elektrickym kontaktim 3 na desti&ce zndzorné&né na obr.
2 a 3 a proud prochdzi skrze polymerni vrstvu 2, &im¥ se

oh¥iva desticka 1 a reakéni &inidla umist&nd na destidce 1.

Na obr. 4 je pasek z elektricky vodivého polymerniho
filmu 2 obalen kole kapildrni trubice 1 a zajidt&n. Pasek
polymerniho filmu 2 je opat¥en elektrickymi kontakty 3, na
které ije pfipojen elektricky zdroj 5 prost¥ednictvim

spojovacich svorek 4.

P¥i pouZiti proud prochdzi skrze polymerni film 2

v~

¢imZ oht¥iva kapildrni trubku 1 a reakdni &inidla umisté&n

uvnit? kapildrni trubky 1.

Zatizeni podle obr. 5 bylo zkonstruovadno pro provadéni
zji&tovani PCR. Jako reak&ni nadoba byla pouZita kapiléarni
trubka s vnit¥nim primé€rem 1,12 mm a vn&jsim priandrem
1,47 mm. Pasek z elektricky vodivého polymeru 7 byl obalen
kolem trubky a =zajistén tak, aby byl pt¥idrZovan t&sné&
k vn€&€jsimu povrchu trubky. Oh¥ev se tak provadi ze vdech
stran trubky 6, <imZ se minimalizuje teplotni gradient

napt¥id vzorkem v trubce 6.

Ohf¥ev byl zaji&té&n prost¥fednictvim elektrického zdroje
8, ktery byl prost¥ednictvi interface 9 p¥ipojen k poditadi
10 pro umoZnéni automatického ¥izeni topnych cykla.
Ventildtorovy chladi¢ 11 byl uspo¥ddén pro vedeni vzduchu na
polymer 7. Pro monitorovani teploty byl na vn&j8i strané&
polymeru 7 usporaddn infraderveny termo&lanek 12.

Pro Gcely stanoveni vykonu =za¥izeni p¥ed pouZitim byl




pro monitorovani teploty uvnit¥ trubky 6 pouZit termodlanek
typu K. Vnit¥ni a vnéj8i teploty pak byly pouZity pro

linedrni pYepolet vné€j8i teploty na teplotu vzorku.

Topny polymer ije p¥ipojen na zdroj 8 energie a obvod
je uzavfen pomoci interface 9 a softwaru. Vypina& 14
uspofadany pro spojeni obvodu bylo rychlé optické relé,
které miZe spinat kaZdych 10 ms. Druhy elektricky obvod byl
pouZit pro ¥izeni dvou malych elektrickych ventildtord 11,
zajigtujicich nucené vzduchové chlazeni reak&niho vzorku,
které mohou pracovat nep¥etr?it&. Ridici software byl
LabView, ktery poskytuje uZivatelsky pratelsky graficky
interface pro programovani i provoz. Proud byl p¥ivadén
zpoCatku s pomérné vysokou frekvenci pro rychlej8i dosaZeni
poZadované teploty. Po dosaZeni stanovené pracovni teploty
byl proud p¥ivadén s mensSi frekvenci, neZ je poZadovana pro

udrzovani stanovené provozni teploty po predepsanou dobu.

Za¥izeni zna&zornéné na obr. 7 zahrnuje =zaviraci
krabici 70 majici rozdéleni vymezujici mnozstvi
receptorovych okének 71 detektorovych prvkd. Krabice 71 je
zndzornéna elektricky pt¥ipojend prost¥ednictvim interface
72 ke zdroji 73 energie a poclitali 74. P¥ipojeni je takové,
ze umoZnuje rozdilné napdjeni kaZdého okénka 71. KaZdé
okénko obsahuje termoc¢léanek (neznidzornény) pro monitorovani

teploty uvnit¥ ného.

Detektorovy prvek znézornény na obr. 7a zahrnuje
reakéni trubku 75 obklopenou pouzdrem 76. Pouzdro 76 je
vytvo¥eno z topného polymeru a je p¥ipojeno k napidjecim

koncovkam 77 a 78.

-

Po naplnéni a wuzav¥eni trubky 75 byla zasunuta do



vhodného okénka 71 aZ do =zaklapnuti koncovek 7 a 78 na
prisludnych koncovkdch v okénku (nezndzorn&no). Zapojené
za¥izeni je upraveno pro ukazovani stavu zapojeni kaZdé

trubky 75 na obrazovce poditacle.

Uzavrenim vi&ka krabice 70 Jje provedena izolace

kaZdého okénka a zachyceni kaZdé trubky 75 v jejim okénku.

Pocitaclovy program je upraven pro oddélenou
identifikaci hledané molekuly pro kaZdou trubku 75, co% je
realizovano tak, zZe je upraven pro ¥izeni vhodného
teplotniho cyklu PCR pro amplifikaci této molekuly, je-1i
pritomna. KdyZ Jje tento cyklus ukonlen, miZe byt obsah
trubky vystaven vhodnému genovému testovacimu detektoru pro

ur¢eni, zda je hledand molekula skute&n& p¥itomna.

Princip za¥izeni, popsaného s ohledem na obr. 7 a 7a,
samoz¥ejm& miZe byt realizovan ruznymi zplsoby. MiZe byt
spiSe mobilni neZ pY¥enosny, a miZe byt uspo¥addan pro prijeti
detektorovych prvkd v jiné formé& neZ ve form& trubky
nap¥iklad ve form& desticky. Zpravidla je uspo¥adan pro

zpracovani 96 nebo 192 detektorovych prvku.
Vynéalez ilustruje ndsledujici p¥iklad.
P¥riklad

Amplifikace DNA

Za pouZziti pristroje podle obr. 5 s odstranénjym

termodlankem typu K byla provdd&na nasledujici PCR reakce.

Byl amplifikovdn amplikon se 100 dvojicemi bazi




z klonovaného fragmentu Yersinia pestis. Reak&ni podminky
byly p¥edem optimalizovany pomoci Idaho RapidCyclerTM
a vzorky stejné reak&ni smé&si byly amplifikovadny v Idaho

™ jako kontrolni reakce.

RapidCycler
Reakéni smés umist&nd v trubce 6 obsahovala:
50 mM Tris.HCl pPH 8,3
3 mM MgCl,
2,5 mg/ml albumenu hov&ziho séra
vidy 200 pg/ml dATP, dTTP, dCTP a dGTP
vidy 10 pg/ml PCR primeru
25 jednotek/ml Tag polymerézy.

Termocykladni profil byl naprogramovdn na 95 °C po
dobu nula sekund, 55 °C po dobu nula sekund, 72 °C po dobu
nula sekund, jak je ilustrovdno na obr. 6. Pro srovnani byl
obdobn¥y termocyklaéni profil naprogramovan do Idaho
RapidCyclerTM. Jak v polymerem pokryté kapildrni nadobé& ¢,
tak v RapidCyclerTM byl pouZit reakd&ni objem 50 ul.

V této souvislosti znamend "po dobu nula sekund"
skutenost, Ze jakmile je dosaZeno cilové teploty, program
veli k zavedeni nédsledujici teploty. P¥esnd doba, po kterou
se reakce udrZuje na cilové teplotd je nicmén& z&avisli na
parametrech a vlastnostech pouZitého za¥izeni. Obecnd vsak

bude mensi neZ jedna sekunda.

Po 40 cyklech v kapilarni nadobé& byl 50ul vzorek PCR
produktu z kazdé reakce frakcionovéan podle velikosti
elektroforézou na agardze ve 2% gelu v 1 x TAE pufru. DNA
byla zviditelnéna obarvenim pomoci bromidu ethidu. Vzorek
byl veden v sousedstvi vzorku =z Idaho RapidCyclerTM (25

cykll) a byl nalezen obdobné spravné& velky amplikon.
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UPRAVENE STRANY

PATENTOVE NAROKY

1. Za¥izeni pro provaddé&ni reakci, které obsahuje
mnoZzstvi reakénich nddob pro pojmuti reak&nich ¢inidel,
elektricky vodivy polymer, ktery emituje teplo kdyZ jim
prochazi elektricky proud, a ¥idici prost¥edky pro ¥izeni
privodu proudu do polymeru, p¥i&em¥ polymer je p¥ipojitelny

k elektrickému p¥ivodu prost¥ednictvim ¥idicich prost¥edki.

2. Zarizeni podle ndroku 1, vyznadujici se tim, e
pro oh¥ev kazdé nddoby nebo skupiny nddob mife byt privadén

rizny proud.

3. Za¥izeni podle ndroku 2, vyznadujici se tim, e
je opatfeno ¥idicimi prost¥edky pro p¥ivadéni proudu pro
ruzné teplotni a/nebo ¢asové profily pro ka¥dou z reak&nich

nadob.

4, Zarizeni podle né&kterého z narokd 1 aZz 3,
vyznadujici se tim, Ze kazdéd reak&ni néadoba zahrnuje
kontejner pro reak&ni ¢inidla a oh¥ivaci polymer je ve styku

s uvedenym kontejnerem.

5. Za¥izeni podle ndroku 4, vyznadujici se tim, Ze

ohf¥ivaci polymer tvo¥i pouzdro kolem kontejneru.

6. Za¥izeni podle ndroku 4 nebo 5, vyznadujici se

tim, Ze oh¥ivaci polymer ve form& félie.

7. Za¥izeni podle ndroku 5 nebo 6, vyznadujici se
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tim, Ze pouzdro je integralni s kontejnerem.

8. Zarizeni podle né&kterého z naroka 4 aZ 7,
vyznadujici se tim, Ye oh¥ivaci polymer je perforovany nebo

mriZkovany.

9. Zatizeni podle né&kterého =z narokd 1 a%¥ 3,

vyznadujici se tim, Ze oh¥ivaci polymer tvo¥i kontejner pro

reakd&ni &inidla.

10. ZaY¥izeni podle né&kterého =z ndrokd 1 aZ 3,
vyznadujici se tim, Ze reakdni nadoba zahrnuje kontejner pro
reakéni <¢inidla, p¥ri¢emZ uvedenym oh¥ivacim polymerem je

povlelen jeden z povrchd kontejneru.

11. Zatizeni podle nékterého Zz pY¥edchdzejicich
narokl, vyznadujici se tim, Ze kaZdd reakdni nadoba zahrnuije

kapilarni trubku.

12. Zatrizeni a reakéni nadoba podle nékterého
z narokd 1 az 10, vyznadujici se tim, %e reak&ni nadoba
zahrnuje destidku.

z

13. Za¥izeni podle né&kterého =z narokd 1 a¥ 10,

- - -

vyznadujici se tim, Ze reakdni nadoba zahrnuje &ip.

14. ZaYizeni podle nékterého z p¥edchézejicich
naroku, vyznadujici se tim, Ze reakéni nadoby jsou

usporadéany v poli.

15. Za¥izeni podle nékterého z pY¥edchédzejicich

naroku, vyznadujici se tim, Ze ¥idici prost¥edky jsou

v -

uspot¥adany pro p¥ivadéni elektrického proudu pro provad&ni
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reakci vyZadujicich vice teplotnich stupfit v reak&nich

nadobéch.

16. Zat¥izeni podle naroku 15, vyznadujici se tim, Ze
¥idici prost¥edky jsou naprogramovany pro automatické

provadéni vicendsobnych cykld reakce.

17. Za¥izeni podle naroku 15 nebo 16, vyznadujici se
tim, Ze ¥idici prost¥edky jsou usporadany pro p¥ivadé&ni

proudu podle pfedem stanoveného Casového/teplotniho profilu.

18. Za¥izeni podle né&kterého =z narokt 15 a¥ 17,

upravené pro procesy polymerdzovych Yet&zcovych reakci.

19. Zatrizeni podle nékterého z predchdzejicich
naroklt zahrnujici dédle prosttedky pro detekci signdlu =ze

vzorku v reakd&ni nadobé&.

20. Zpusob provadéni chemické nebo biochemické
reakce, kterd vyZaduje vice teplotnich stupniti, zahrnujici
umisténi reak&nich ¢inidel pot¥ebnych pro uvedenou reakci do
reak&éni nddoby, kterd =zahrnuje elektricky vodivy polymer
ktery emituje teplo kdyZ jim prochazi elektricky proud,
p¥ivadéni proudu do uvedeného polymeru pro oh#ati reakdnich
C¢inidel na prvni poZadovanou teplotu, a nasledné nastaveni
proudu pro vytvo¥eni ndslednych teplotnich stupiid pot¥ebnych

pro reakci.

21. Zpusob podle ndroku 20, vyznadujici se tim, e

reakce je amplifikace DNA.

22. Zpusob podle ndroku 21, vyznadujici se tim, e

amplifikace je polymerdzova polymerdzova Yetdzcovd reakce



(PCR) .

23. Zplisob podle n&kterého =z narokt 19 a¥ 22,

vyznaéujici se tim, Ze se reaké&ni <¢inidla umisti do

reak&nich nadob a oh¥ivaiji se zaroveil.

24 . Zpisob podle naroku 23, vyznacujici se tim, Ze
kazdd reak&ni nadoba se oh¥ivd individualn® na teplotu

pot¥ebnou pro reakci probihajici v této nadobéd.

25. Reakéni nadoba zahrnujici desti&ku nebo Cip
a elektricky vodivy polymer, ktery emituje teplo kdyZ jim
prochazi elektricky proud, prifemz uvedeny polymer je
usporddan pro oh¥ev reak&nich &inidel na uvedené destidce

nebo <ipu.

26. Reak&ni nddoba podle ndroku 25, vyznadujici se
tim, Ze wuvedeny polymer je integrdlni s destidkou nebo

¢ipem.

27. Zarizeni pro reakce vyZadujici mnoho teplotnich
stuprid, podle ndroku 1 a vpodstaté jak je zde popséno

s odkazem na p¥ipojené vykresy.

28. Reak&ni nddoba zahrnujici kontejner a elektricky
vodivy polymer, wupraveny pro pou¥iti v zarizeni podle

nékterého z nérokd 1 a¥ 19.




00000000000
. . L4

WO 98/24548
1/4

PV Q043 - 49

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




WO 98/24548
2/4

oooooooooooo

000000

PCT/GB97/03187

P 2013 - 99

— o - e -

——am . e

5—

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




oooooooooooo
ooooo

L]
eeee

WO 98/24548 e .'i:C'r/z;'é;wénm
3/4 PV 2013 - 99
Fig.5
9
) LrﬂO
i —

)

Fig.6.

TEMPERATUREC
95

x CYCLES

65 / 11-25 Sec's

TIME

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




L X ste o oo [ 2 X X J L] (L)
. .

. LN .

. . . L4 L ¢ 0 L
L 4 L4 L
[ L ]

a0 o
L XX R

- L]

*
K ] L] ¢ o
LA AR ] L X L X4 * LR ]

WO 98/24548
PCT/GB97/03187

v PV 2013 - 99

Fig.7.

74

/3 72

000000
0%looooo00
000, |000000
2%loo00000
200 000000
70 A~ 0%0% 000000

0loooooo
000000
0,l000000
0°]loooooo

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

