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Beschreibung

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0001] Die Beziehung zwischen Struktur und Funk-
tion von Makromolekülen ist von fundamentaler 
Wichtigkeit für das Verständnis von biologischen 
Systemen. Diese Beziehungen sind wichtig, um bei-
spielsweise die Funktionen von Enzymen, die Struk-
tur von Signal-Proteinen, die Arten, auf denen Zellen 
miteinander kommunizieren, wie auch die Mechanis-
men der zellulären Kontrolle und des metabolischen 
Feedbacks zu verstehen.

[0002] Die genetische Information ist bei Fortfüh-
rung von Lebens-Prozessen entscheidend. Das Le-
ben basiert im Wesentlichen auf Information und sein 
genetischer Inhalt kontrolliert das Wachstum und die 
Reproduktion der Organismen. Die Animosäurese-
quenzen von Polypeptiden, die bei allen lebenden 
Systemen entscheidende Merkmale darstellen, wer-
den vom genetischen Material der Zelle kodiert. Des 
Weiteren werden die Eigenschaften dieser Polypepti-
de, z.B. als Enzyme, funktionale Proteine und Struk-
tur-Proteine, durch die Sequenz von Aminosäuren 
bestimmt, die sie ausmachen. Da Struktur und Funk-
tion innerlich zusammenhängen, könnten viele biolo-
gische Funktionen durch Aufklärung der zu Grunde 
liegenden strukturellen Merkmale, die diese Funktio-
nen bereitstellen, aufgeklärt werden. Diese Struktu-
ren werden durch die zu Grunde liegende genetische 
Information in Form der Polynukleotidsequenzen be-
stimmt. Zusätzlich zur Kodierung von Polypeptiden 
können Polynukleotidsequenzen beispielsweise 
auch spezifisch an der Kontrolle und Regulierung der 
Genexpression beteiligt sein.

[0003] Es hat sich gezeigt, dass die Untersuchung 
dieser genetischen Information von großem Wert für 
ein besseres Verständnis von Lebensprozessen ist, 
wie auch für die Diagnose und Behandlung einer gro-
ßen Anzahl von Erkrankungen. Insbesondere Er-
krankungen, die durch Mutationen, Deletionen oder 
Wiederholungen in spezifischen Teilen des Genoms 
verursacht werden, könnten problemlos unter Ver-
wendung gentechnischer Verfahren diagnostiziert 
und/oder behandelt werden. In ähnlicher Weise 
könnten Erkrankungen, die durch externe Agenzien 
verursacht werden, durch Nachweis des Vorhan-
denseins von genetischem Material, welches unver-
wechselbar für das externe Agens ist, z.B. bakterielle 
oder virale DNA, diagnostiziert werden.

[0004] Während die derzeitigen genetischen Ver-
fahren im Allgemeinen in der Lage sind, diese gene-
tischen Sequenzen zu identifizieren, basieren solche 
Verfahren im Allgemeinen auf einer Vielzahl von ein-
zelnen Prozessen zur Aufklärung der Nukleinsäure-
sequenzen, wobei jeder Prozess das Potential für ei-
nen Fehler im Gesamtprozess mit sich bringt. Diese 

Prozesse setzen sich ferner aus einer großen Anzahl 
von einzelnen Disziplinen zusammen, einschließlich 
Chemie, Molekularbiologie, Medizin u.a. Es wäre da-
her erstrebenswert, die verschiedenen Prozesse, die 
bei der genetischen Diagnose angewendet werden, 
bei minimalen Kosten und einer maximal einfachen 
Handhabung in einen einzigen Prozess zu integrie-
ren.

[0005] Das Interesse an der Herstellung von mikro-
fluidischen Instrumenten ist gewachsen. In typischen 
Fällen wurden Fortschritte bei der Herstellungstech-
nik von Halbleitern in die Herstellung von mikrome-
chanischen Strukturen, z.B. Mikropumpen, Mikroven-
tilen und dergleichen, und mikrofluidischen Instru-
menten übersetzt, die Miniatur-Kammern und Flüs-
sigkeitsdurchgänge haben.

[0006] Eine Anzahl von Forschern hat versucht, die-
se Mikroherstellungstechniken in der Miniaturisie-
rung von einigen Prozessen, die insbesondere in der 
genetischen Analyse eingebunden sind, einzuset-
zen. Zum Beispiel berichtet die veröffentlichte 
PCT-Anmeldung WO 94/05414, von Northrup und 
White, über einen integrierten Mikro-PCR-Apparat 
zur Sammlung und Amplifikation von Nukleinsäuren 
aus einer Probe. Es bleibt jedoch ein Bedarf nach ei-
nem Apparat, der die verschiedenen Prozessier- und 
Analyseoperationen, die in der Nukleinsäureanalyse 
vorkommen, kombiniert. Die vorliegende Erfindung 
befriedigt diesen Bedarf und andere Bedürfnisse

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0007] Erfindungsgemäß werden miniaturfluidische 
Systeme wie in Anspruch 1 und 5 definiert und Ver-
fahren zur Verwendung eines solchen Systems wie in 
Anspruch 5 definiert geschaffen.

[0008] Es werden integrierte miniaturfluidische Sys-
teme zum Ausführen einer Vielzahl von präparativen 
und analytischen Operationen bereitgestellt, wie 
auch Verfahren zur Verwendung dieser Systeme zur 
Verfügung gestellt. Es wird ein miniaturfluidisches 
System bereitgestellt, das einen Körper mit wenigs-
tens einer ersten und zweiten darin angeordneten 
Kammer aufweist. Jede dieser ersten und zweiten 
Kammern hat einen Flüssigkeitseinlass und ist in 
Strömungsverbindung. Wenigstens eine der ersten 
und zweiten Kammern ist eine Hybridisierungs-Kam-
mer zum Analysieren einer Komponente einer flüssi-
gen Probe. Die Hybridisierungs-Kammer enthält ein 
Polymer-Array, das eine Vielzahl von verschiedenen 
Polymersequenzen gekoppelt an die Oberfläche ei-
nes einzelnen Substrats aufweist, wobei jede aus der 
Vielzahl der verschiedenen Polymersequenzen an ei-
ner verschiedenen, bekannten Position an die Ober-
fläche gekoppelt ist. Das System umfasst ferner ei-
nen Probeneinlass, der mit wenigstens einer der ers-
ten und zweiten Kammer in Strömungsverbindung 
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ist, zum Einführen einer flüssigen Probe in das Sys-
tem, und ein Flüssigkeitstransportsystem zum Bewe-
gen einer Flüssigkeitsprobe aus der ersten Kammer 
in die zweite Kammer.

[0009] Nach einem bevorzugten Aspekt weist das 
Flüssigkeitslenkungssystem einen pneumatischen 
Verteiler zum Anwenden einer Druckdifferenz zwi-
schen der ersten Kammer und der zweiten Kammer 
auf, um die flüssige Probe aus der ersten Kammer in 
die zweite Kammer zu bewegen.

[0010] Nach einem verwandten Aspekt wird ein mi-
niaturfluidisches System bereitgestellt, das im We-
sentlichen das gleiche wie das oben beschriebene 
ist, außer dass das System anstelle oder zusätzlich 
zu einer Hybridisierungs-Kammer einen Trennungs-
kanal zum Abtrennen einer Komponente der flüssi-
gen Probe aufweist. Der Trennungskanal ist strö-
mungsmäßig mit wenigstens einer der Kammern ver-
bunden und weist wenigstens erste und zweite Elek-
troden in elektrischem Kontakt mit gegenüberliegen-
den Enden des Trennungskanals auf, um eine Span-
nung über den Trennungskanal anzulegen.

[0011] Ähnlich wird nach einem zusätzlichen Aspekt 
ein im Wesentlichen ähnliches fluidischen System 
wie beschrieben bereitgestellt, außer dass wenigs-
tens eine der Kammern eine in vitro-Transkripti-
ons-Reaktions-Kammer aufweist, wobei die in vitro-, 
Transkriptions-Reaktions-Kammer eine wirksame 
Menge an RNA-Polymerase und vier verschiedene 
Nukleosidtriphosphate darin angeordnet aufweist.

[0012] Ferner kann das System einen Körper ha-
ben, wobei wenigstens eine der Kammern eine Zell-
lyse-Kammer ist, die ein Zelllyse-System zum Lysie-
ren der Zellen in der flüssigen Probe enthält.

[0013] Nach einem weiteren in Beziehung stehen-
den Aspekt kann wenigstens eine der Kammern eine 
Nukleinsäure-Reinigungs-Kammer sein, um Nuklein-
säuren in der flüssigen Probe von anderen Verunrei-
nigungen in der flüssigen Probe abzutrennen.

[0014] Es wird auch ein miniaturfluidisches System 
bereitgestellt, das ein Differenzdruck-Erzeugungs-
system zum Transportieren der Flüssigkeiten durch 
das System aufweist. Insbesondere umfasst ein mini-
aturfluidisches System einen Körper mit wenigstens 
einer ersten Reaktions-Kammer, die strömungsmä-
ßig mit einer zweiten Reaktions-Kammer durch einen 
Flüssigkeitsdurchgang verbunden ist. Das System 
umfasst auch einen Probeneinlass, der strömungs-
mäßig mit der ersten Kammer verbunden ist, um eine 
flüssige Probe in das System einzuführen. Das Sys-
tem weist ferner ein Differenzdruck-Erzeugungssys-
tem auf, um die erste Kammer auf einem ersten 
Druck und die zweite Kammer auf einem zweiten 
Druck zu halten, wobei der erste Druck größer als der 

Umgebungsdruck und der zweite Druck größer als 
der erste Druck ist. Wenn die zweite Kammer auf Um-
gebungsdruck gebracht wird, drückt der erste Druck 
eine Flüssigkeitsprobe, die sich in der ersten Kam-
mer befindet, in die zweite Kammer.

[0015] Nach einem alternativen Aspekt setzt das flu-
idische System eine Differenzdruck-Erzeugungs-
quelle auf, um die erste Kammer auf einem ersten 
Druck und die zweite Kammer auf einem zweiten 
Druck zu halten, wobei der zweite Druck kleiner als 
der Umgebungsdruck ist und der erste Druck kleiner 
als der zweite Druck. Wenn die erste Kammer auf 
Umgebungsdruck gebracht wird, zieht der zweite 
Druck eine Flüssigkeitsprobe, die sich in der ersten 
Kammer befindet, in die zweite Kammer.

[0016] Die vorliegende Erfindung stellt auch Verfah-
ren zum Lenken, Steuern und Manipulieren von Flüs-
sigkeiten in Miniatur- oder mikrofluidischen Syste-
men zur Verfügung.

[0017] Zum Beispiel kann nach einem Aspekt das 
vorliegende miniaturfluidische System in einem Ver-
fahren zum Lenken einer flüssigen Probe in einem 
miniaturfluidischen System verwendet werden, wobei 
eine mikrogefestigte Vorrichtung mit wenigstens ei-
ner ersten und einer zweiten darin angeordneten 
Kammer bereitgestellt wird, wobei jede der ersten 
und zweiten Kammern in Fluidverbindung mit einer 
gemeinsamen Kammer oder einem gemeinsamen 
Kanal steht, wenigstens erste und zweite steuerbare 
Ventile, die über die Fluidverbindung angeordnet 
sind, und wenigstens eine Entlüftung aufweist. Das 
Verfahren umfasst die Anwendung eines positiven 
Druckes auf die gemeinsame Kammer oder den ge-
meinsamen Kanal. Das erste steuerbare Ventil wird 
selektiv geöffnet, wodurch der positive Druck die Flu-
idprobe aus der gemeinsamen Kammer oder dem 
gemeinsamen Kanal in die erste Kammer drückt.

[0018] Das Verfahren kann weiter die Anwendung 
eines positiven Druckes auf die erste Kammer und 
das selektive Öffnen des ersten steuerbaren Ventils 
beinhalten, wodurch der positive Druck die Fluidpro-
be aus der ersten Kammer in die gemeinsame Kam-
mer oder den gemeinsamen Kanal drückt.

[0019] Das vorliegende miniaturfluidische System 
kann auch in Verfahren zum Mischen von wenigstens 
zwei diskreten Flüssigkeitskomponenten in einem 
mikro-gefertigten fluidischen System verwendet wer-
den. Speziell umfasst das Verfahren die Bereitstel-
lung eines mikrogefertigten Kanals, der eine Lüftung 
angeordnet an einer mittleren Position in den Kanal 
aufweist. Typischerweise umfasst die Lüftung eine 
gasdurchlässige Flüssigkeitssperre, die über die Lüf-
tung angeordnet ist. Dann werden wenigstens zwei 
diskrete Flüssigkeitskomponenten in den Kanal, ge-
trennt durch eine Gasblase, eingeführt. Wenn die we-
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nigstens zwei Flüssigkeitskomponenten vorbei an 
der Lüftung bewegt werden, tritt die Blase aus der 
Lüftung aus, was es ermöglicht, dass die wenigstens 
zwei Flüssigkeitskomponenten sich mischen.

KURZBESCHREIBÜNG DER ZEICHNUNGEN

[0020] Fig. 1 zeigt eine schematische Darstellung 
eines Nukleinsäure-Diagnosesystems zur Analyse 
von Nukleinsäuren aus Proben.

[0021] Fig. 2A und Fig. 2B zeigen eine schemati-
sche Darstellungen von zwei anderen Reakti-
ons-Kammeraufbauten in aufgeschnittener Ansicht.

[0022] Fig. 3 zeigt eine schematische Darstellung 
einer integrierten Miniatur-Diagnosevorrichtung mit 
einer Anzahl von Reaktions-Kammern, die in Reihen-
geometrie angeordnet sind.

[0023] Fig. 4A-C zeigen eine Darstellung einer Mi-
krokapillar-Elektrophorese-Vorrichtung. Fig. 4A und 
Fig. 4B zeigen die Mikrokapillaren ausgestaltet zum 
Ausführen alternativer Füllstrategien für die Mikroka-
pillaren, während Fig. 4C die Mikrokapillaren im Be-
triebszustand illustriert.

[0024] Fig. 5A illustriert eine Oberansicht einer inte-
grierten Miniatur-Vorrichtung, die eine Zentralgeome-
trie einsetzt.

[0025] Fig. 5B zeigt eine Seitenansicht derselben 
Vorrichtung, wobei die zentrale Kammer eine 
Pump-Kammer ist und wobei Membranventilstruktu-
ren zum Abdichten der Reaktions-Kammern verwen-
det werden.

[0026] Fig. 6 zeigt schematische Illustrationen von 
pneumatischen Steuerverteilern zum Transportieren 
von Flüssigkeit der integrierten Miniatur-Vorrichtung. 
Fig. 6A zeigt eine Verteilergestaltung, die zur An-
wendung von negativen Druck oder Unterdruck ge-
eignet ist, während Fig. 6B eine Verteilergestaltung 
für positive Druckwerte zeigt. Fig. 6C illustriert ein 
Druckprofil zum Bewegen von Flüssigkeiten durch 
die verschiedenen Reaktions-Kammern.

[0027] Fig. 7A zeigt eine schematische Illustration 
einer Reaktions-Kammer, die ein PZT-Element zur 
Verwendung beim Mischen der Inhaltsstoffe der Re-
aktions-Kammer enthält. Fig. 7B zeigt das Mischen 
innerhalb einer Reaktions-Kammer unter Anwen-
dung des PZT-Mischelements wie in Fig. 7A gezeigt. 
Fig. 7C ist ein Balkendiagramm, das einen Vergleich 
der Hybridisierungsintensitäten bei Anwendung von 
mechanischem Mischen, akustischem Mischen, sta-
gnierender Hybridisierung und optimierter akusti-
scher Mischung zeigt.

[0028] Fig. 8 ist eine schematische Illustration einer 

seitlichen und einer oberen Ansicht einer Basisein-
heit zur Verwendung mit einer integrierten Minia-
tur-Vorrichtung.

[0029] Fig. 9 ist ein Zeit-Temperatur-Profil von ther-
mischen Zyklen in einer Miniatur-Reaktions-Kammer 
und eine Anzeige der programmierten Zykluspara-
meter.

[0030] Fig. 10A ist eine Gel-Aufnahme, die den 
Zeitverlauf einer RNA-Fragmentationsreaktion zeigt. 
Fig. 10B ist eine Gel-Aufnahme, die einen Vergleich 
des Produkts einer in vitro-Transkriptionsreaktion in 
einer Mikro-Kammer gegenüber einer Kontrolle (Te-
ströhrchen) zeigt. Fig. 10C ist ein Vergleich des 
PCR-Produkts, das in einer thermischen PCR-Zy-
klusvorrichtung erzeugt wurde und das in einem Mi-
kroreaktor erzeugt wurde.

[0031] Fig. 11 zeigt eine Ausführungsform einer Re-
aktions-Kammer, die ein elektronisches pH-Steuer-
system einsetzt.

[0032] Fig. 12A-C zeigen schematische Darstellun-
gen einer integrierten Miniatur-Vorrichtung, die ein 
pneumatisches Flüssigkeitsleitsystem unter Verwen-
dung von Belüftungen, die durch gasdurchlässige 
Flüssigkeitssperren geschlossen sind, z.B. eine 
schlecht benetzbare oder hydrophobe Membran, und 
von pneumatisch gesteuerten Ventilen. Fig. 12A
zeigt eine Ausführungsform einer einzelnen Kammer, 
die dieses System einsetzt. Fig. 12B ist eine sche-
matische Darstellung einer Blasenablass-Kammer 
zum in Verbindung bringen von diskreten Flüssig-
keitssäulen, die durch eine Gasblase getrennt sind, 
Fig. 12C illustriert schematisch dieses System in ei-
ner integrierten Vorrichtung, die viele Kammern hat, 
einschließlich einer Entgasungs-Kammer, einer Do-
sierungs- oder Volumen-Kammer, Speicher- und Re-
aktions-Kammern. Fig. 12D ist eine Illustration eines 
in Spritzguss hergestellten Substrats, das seine Aus-
führung des schematisch in Fig. 12C illustrierten 
Systems ist.

[0033] Fig. 13 ist eine schematische Darstellung ei-
ner Vorrichtungsgestaltung zum Ausführen von ge-
nerischen Probenvorbereitungsreaktionen.

[0034] Fig. 14 ist eine schematische Darstellung ei-
ner Vorrichtungsgestaltung zum Ausführen von meh-
reren parallelen Reaktionen.

[0035] Fig. 15 zeigt eine Demonstration von inte-
grierten Reaktionen in einer mikrogefertigten Vorrich-
tung aus Polycarbonat, Fig. 15A zeigt den Aufbau 
der Vorrichtung einschließlich der thermischen Konfi-
guration der Vorrichtung. Fig. 15B zeigt die Resultate 
der PCR-Amplifikation und nachfolgender in vit-
ro-Transkription innerhalb der Kammern der Vorrich-
tung.
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DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFIN-
DUNG

I. Allgemeines

[0036] Es ist eine allgemeine Aufgabe der vorlie-
genden Erfindung, miniaturisierte integrierte Nuklein-
säure-Diagnosevorrichtungen und -Systeme, die die-
se Vorrichtungen enthalten, zu schaffen. Die Vorrich-
tung der Erfindung ist allgemein dazu in der Lage, 
eine oder mehrere Probennahme- und – orberei-
tungsoperationen in Kombination mit einer oder meh-
reren Proben-Analyse-Operationen auszuführen. 
Zum Beispiel kann die Vorrichtung mehrere oder alle 
der Operationen innerhalb einer einzelnen miniaturi-
sierten integrierten Einheit integrieren, die bei der 
Probennahme und – speicherung, Probenvorberei-
tung und Probenanalyse beteiligt sind. Die Vorrich-
tung ist nützlich für eine Vielzahl von Anwendungen 
und besonders für Diagenoseanwendungen auf Ba-
sis von Nukleinsäuren und de novo-Sequenzierungs-
anwendungen.

[0037] Die Vorrichtung der Erfindung wird typischer-
weise eine Komponente eines größeren Diagnose-
systems sein, das weiter ein Lesegerät zum Abtasten 
und zur Aufnahme der Daten aus der Vorrichtung, 
und eine Schnittstelle auf Computerbasis zum Steu-
ern der Vorrichtung und/oder zur Interpretation der 
aus der Vorrichtung abgeleiteten Daten.

[0038] Zur Ausführung ihrer Primärfunktion umfasst 
eine Ausführungsform der Vorrichtung der Erfindung 
typischerweise eine Vielzahl von verschiedenen Re-
aktions-Kammern zum Ausführen der Probennahme, 
-Vorbereitung und -analyse-Operationen. Insbeson-
dere wird eine zu analysierende Probe in die Vorrich-
tung eingeführt, woraufhin sie in eine dieser verschie-
denen Reaktions-Kammern geleitet wird, die zur 
Ausführung verschiedener Reaktionen als Vorberei-
tung der Analyse der Probe vorbereitet ist. Diese vor-
bereitenden Reaktionen umfassen im Allgemeinen, 
beispielsweise, Probenextraktion, PCR-Amplifikati-
on, Nukleinsäurenfragmentation und Markierung, Ex-
tensionsreaktionen, Transkriptionsreaktionen und 
dergleichen.

[0039] Nach der Probenvorbereitung kann die Pro-
be einer oder mehreren verschiedenen Analy-
se-Operationen unterzogen werden. Eine Vielzahl 
von Analyse-Operationen kann allgemein durchge-
führt werden, einschließlich Analysen auf Größenba-
sis unter Verwendung von beispielsweise Mikrokapil-
lar-Elektrophorese und/oder Sequenz-basierte Ana-
lysen unter Verwendung von beispielsweise der Hyb-
ridisierung auf einem Oligonukleotid-Array. Zusätz-
lich zu den verschiedenen Reaktions-Kammern wird 
die Vorrichtung im Allgemeinen eine Reihe von Flüs-
sigkeitskanälen enthalten, die den Transport der Pro-
be oder eines Teils davon zwischen den verschiede-

nen Reaktions-Kammern gestatten. Weitere Kam-
mern und Komponenten können auch eingefügt wer-
den, um Reagenzien, Puffer, Probenmanipulation, 
z.B. Mischen, Pumpen, Flüssigkeitslenkung (d.h. 
Ventile), Erwärmung und dergleichen zur Verfügung 
zu stellen.

II. Integrierbare Tätigkeiten

A. Probenbeschaffung

[0040] Der Probensammlungs-Teil der erfindungs-
gemäßen Vorrichtung sorgt im Allgemeinen für die 
Identifizierung der Probe, wobei die Kontamination 
der Probe durch externe Elemente oder die Kontami-
nation der Umgebung durch die Probe verhindert 
wird. Üblicherweise wird dies durch Einbringen einer 
Probe für die Analyse, z.B., eine zuvor amplifizierte 
Probe, Gewebe, Blut, Speichel, usw., direkt in eine 
Probensammlungs-Kammer innerhalb der Vorrich-
tung, durchgeführt. Üblicherweise kann das Verhin-
dern einer Kreuzkontamination der Probe durch di-
rektes Injizieren der Probe in die Probensamm-
lungs-Kammer durch eine versiegelbare Öffnung er-
reicht werden, z.B. ein Injektionsventil oder ein Sep-
tum. Üblicherweise werden verschließbare Ventile 
bevorzugt, um jede potentielle Bedrohung eines Aus-
laufens während oder nach der Proben-Injektion zu 
reduzieren.. Alternativ dazu kann die Vorrichtung für 
die direkte Beschaffung der Probe in die Pro-
ben-Kammer mit einer hypodermalen Nadel bereit-
gestellt werden, die in die Vorrichtung integriert ist 
und mit der Probensammlungs-Kammer verbunden 
ist. Dies kann die Gelegenheit zur Kontamination der 
Probe wesentlich reduzieren.

[0041] Zusätzlich zu dem oben Gesagten kann der 
Probensammelungsteil der Vorrichtung ferner Rea-
genzien und/oder Behandlungen zur Neutralisation 
von infektiösen Agenzien, zur Stabilisierung von Pro-
benstücken und Proben, zur Anpassung des 
pH-Werts und Ähnlichem umfassen. Die Verfahren 
der Stabilisierung und pH-Anpassung können bei-
spielsweise das Einbringen von Heparin umfassen, 
um das Verklumpen von Blutproben zu verhindern, 
sowie den Zusatz von puffernden Agenzien, den Zu-
satz von Protease- oder Nuklease-inhibitoren, Kon-
servierungsmitteln und Ähnlichem. Solche Reagenzi-
en können im Allgemeinen in der Probensamm-
lungs-Kammer der Vorrichtung oder in einer separat 
zugänglichen Kammer gelagert werden, wobei die 
Reagenzien bei Einbringen der Probe in die Vorrich-
tung zu der Probe gegeben werden können oder mit 
der Probe vermischt werden können. Diese Reagen-
zien können in Abhängigkeit von der Natur und Sta-
bilität des einzelnen verwendeten Reagenzes entwe-
der in flüssiger oder lyophilisierter Form in die Vor-
richtung inkorporiert werden.
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B. Proben-Präparation

[0042] Zwischen Einbringen der zu analysierenden 
Probe in die Vorrichtung und dem Analysieren dieser 
Probe, beispielsweise auf einem Oligonukleotid-Ar-
ray, wird es oftmals erstrebenswert sein, eine oder 
mehrere Proben-Präparationstatigkeiten mit der Pro-
be durchzuführen. Üblicherweise werden diese Pro-
ben-Präparationstätigkeiten solche Manipulationen 
wie die Extraktion von intrazellulärem Material, z.B. 
Nukleinsäuren, aus Proben ganzer Zellen, Viren und 
Ähnlichem, Amplifikation von Nukleinsäuren, Frag-
mentierung, Transkription, Markierung und/oder Ex-
tensionsreaktionen umfassen. Eine oder mehrere 
dieser verschiedenen Tätigkeiten können problemlos 
in die erfindungsgemäße Vorrichtung inkorporiert 
werden.

C. DNA-Extraktion

[0043] Für diejenigen Ausführungsformen, in denen 
ganze Zellen, Viren oder andere Gewebe-Proben 
analysiert werden, wird es üblicherweise notwendig 
sein, Nukleinsäuren aus den Zellen oder Viren vor 
der Fortführung der verschiedenen Proben-Präpara-
tionstätigkeiten zu extrahieren. Demgemäß können 
Nukleinsäuren nach der Proben-Sammlung aus den 
gesammelten Zellen, der viralen Hülle usw. in ein un-
gereinigtes Extrakt freigesetzt werden, gefolgt von 
zusätzlichen Behandlungen, um die Probe für nach-
folgende Tätigkeiten vorzubereiten, z.B. Denaturie-
rung von kontaminierenden (DNA-bindenden) Prote-
inen, Reinigung, Filtration, Entsalzung und Ähnli-
ches.

[0044] Die Freisetzung von Nukleinsäuren aus den 
Probenzellen oder Viren und die Denaturierung von 
DNA-bindenden Proteinen kann im Allgemeinen 
durch physische oder chemische Verfahren durchge-
führt werden. Chemische Verfahren verwenden zum 
Beispiel im Allgemeinen lysierende Agenzien, um die 
Zellen aufzubrechen und die Nukleinsäuren aus den 
Zellen zu extrahieren, gefolgt von einer Behandlung 
des Extraktes mit chaotropischen Salzen, wie bei-
spielsweise Guanidinium-Isothiocyanat oder Harn-
stoff, um jegliche kontaminierende und eventuell in-
terferierende Proteine zu denaturieren. Wo chemi-
sche Extraktion und/oder Denaturierungs-Verfahren 
verwendet werden können die geeigneten Reagenzi-
en im Allgemeinen in die Extraktions-Kammer imprä-
gniert sein, in eine separat zugängliche Kammer in-
korporiert sein oder können extern eingebracht wer-
den.

[0045] Alternativ dazu können physikalische Verfah-
ren verwendet werden, um die Nukleinsäuren zu ex-
trahieren und DNA-bindende Proteine zu denaturie-
ren. US-Patent Nr. 5,304,487 diskutiert die Verwen-
dung von physikalischen Vorsprüngen in Mikrokanä-
len oder scharfkantigen Partikeln in einer Kammer 

oder in einem Kanal, um Zellmembranen zu durchlö-
chern und ihre Inhalte zu extrahieren. Eine Kombina-
tion solcher Strukturen mit piezoelektrischen Ele-
menten für die Bewegung kann für geeignete Scher-
kräfte für die Lyse sorgen. Solche Elemente werden 
nachfolgend detaillierter im Hinblick auf die Nuklein-
säure-Fragmentierung beschrieben.

[0046] Herkömmlichere Verfahren der Zellextraktion 
können ebenfalls angewendet werden, z.B. die Ver-
wendung eines Kanals mit eingeschränkter Quer-
schnittsabmessung, der eine Zelllyse verursacht, 
wenn die Probe mit ausreichendem Fließdruck durch 
den Kanal geleitet wird. Alternativ dazu kann die Zel-
lextraktion und die Denaturierung von kontaminieren-
den Proteinen durch Anlegen eines elektrischen 
Wechselstromes an die Probe durchgeführt werden. 
Die Zell-Probe wird durch eine mikrotubuläre Anord-
nung geleitet, während ein elektrischer Wechsel-
strom über dem Flüssigkeitsstrom angelegt wird. 
Eine Vielzahl von anderen Verfahren kann auf die er-
findungsgemäße Vorrichtung angewendet werden, 
um eine Zelllyse/Extraktion zu bewirken, einschließ-
lich, z.B. die Zellen einer Ultraschall-Behandlung un-
terziehen oder die Zellen durch mikrogeometrische 
Öffnungen zwingen, wobei die Zellen hoher Scher-
Spannung unterworfen werden, was zu einem Zerrei-
ßen führt.

[0047] Nach der Extraktion wird es oftmals erstre-
benswert sein, Nukleinsäuren von anderen Elemen-
ten des ungereinigten Extraktes zu trennen, z.B. von 
denaturierten Proteinen, Zellmembranpartikeln, Sal-
zen und Ähnlichem. Das Entfernen von Partikel-Stof-
fen wird üblicherweise durch Filtration, Ausflocken 
oder Ähnlichem erreicht. Eine Vielzahl von Filter-Ty-
pen kann problemlos in die Vorrichtung inkorporiert 
werden. Wo chemische Denaturierungsverfahren an-
gewendet werden, kann es ferner erstrebenswert 
sein, die Probe vor der Weiterbehandlung zu entsal-
zen. Das Entsalzen der Probe und die Isolierung der 
Nukleinsäure können im Allgemeinen in einem einzi-
gen Schritt durchgeführt werden, z.B. mittels Bindung 
der Nukleinsäuren an eine Festphase und Abwa-
schen der kontaminierenden Salze oder durch 
Durchführung einer Gelfiltrationschromatographie 
mit der Probe, Durchleiten von Salzen durch Dialyse-
membranen und Ähnlichem. Geeignete feste Träger 
für die Bindung von Nukleinsäure umfassen z.B. Kie-
selerde, Silika (z.B. Glaswolle) oder Ähnliche. Geeig-
nete Gelexklusions-Medien, die ebenfalls im Stand 
der Technik hinreichend bekannt sind, können eben-
falls problemlos in die erfindungsgemäßen Vorrich-
tungen inkorporiert werden und sind kommerziell er-
hältlich, z.B. von Pharmacia und Sigma Chemical.

[0048] Die Isolierung und/oder Gel-Filtration/Entsal-
zung kann in einer zusätzlichen Kammer durchge-
führt werden, oder, alternativ dazu, können die jewei-
ligen chromatographischen Medien in einen Kanal 
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oder einen Fluid-Durchgang inkorporiert werden, der 
in eine nachfolgende Reaktions-Kammer führt. Alter-
nativ dazu können die inneren Oberflächen von ei-
nem oder mehreren Fluid-Durchgängen oder Kam-
mern ihrerseits derivatisiert sein, um funktionelle 
Gruppen für die gewünschte Reinigung bereitzustel-
len, z.B. geladene Gruppen, Affinitäts-Bin-
dungs-Gruppen und Ähnliche, z.B. Poly-T-Oligonuk-
leotide für die Reinigung von mRNA.

[0049] Alternativ dazu können Entsalzungs-Verfah-
ren im Allgemeinen von der hohen elektrophoreti-
schen Mobilität und der Negativität der DNA im Ver-
gleich zu anderen Elementen profitieren. Elektropho-
retische Verfahren können ebenfalls bei der Reini-
gung von Nukleinsäuren von anderen Zell-Kontami-
nanten und Trümmern verwendet werden. In einem 
Beispiel ist ein Trenn-Kanal oder- eine Trenn-Kam-
mer der Vorrichtung in Fluidkontakt mit zwei separa-
ten "Feld"-Kanälen oder -Kammern, welche Elektro-
den aufweisen, z.B. darin angeordnete Platinelektro-
den. Die zwei Feld-Kanäle werden von dem 
Trenn-Kanal durch die Verwendung einer geeigneten 
Barriere oder "Auffang-Membran" getrennt, die den 
Durchgang von Strom erlaubt, ohne den Durchgang 
von Nukleinsäuren oder anderen großen Molekülen 
zu erlauben. Die Barriere hat im Allgemeinen zwei 
grundsätzliche Funktionen: zum einen hält die Barri-
ere Nukleinsäuren zurück, die sich innerhalb der 
Trenn-Kammer auf die positiven Elektrode zu bewe-
gen; zum zweiten halten die Barrieren die nachteili-
gen Effekte, die mit einer Elektrolyse an der Elektro-
de assoziiert sind, davon ab, in die Reaktions-Kam-
mer einzutreten (z.B. die Wirkung als Salz-Brücke). 
Solche Barrieren können z.B. Dialysemembranen, 
dichte Gele, PEI-Filter oder andere geeignete Materi-
alien umfassen. Bei Anlegen eines geeigneten elek-
trischen Feldes werden die in der Probe vorhande-
nen Nukleinsäuren sich auf die positive Elektrode zu 
bewegen und von der Auffang-Membran aufgefan-
gen werden, Unreinheiten der Probe, die frei von der 
Membran verbleiben, werden anschließend durch 
Anwendung eines geeigneten Fluid-Flusses aus der 
Kammer gewaschen. Bei Umkehr der Spannung 
werden die Nukleinsäuren von der Membran in einer 
im wesentlichen reineren Form freigesetzt. Die 
Feld-Kanäle können auf derselben oder auf gegenü-
berliegenden Seiten oder Enden einer Trenn-Kam-
mer oder eines Trenn-Kanals angeordnet sein, und 
sie können in Verbindung mit hier beschriebenen 
Misch-Elementen verwendet werden, um eine maxi-
male Effizienz der Tätigkeit zu gewährleisten. Ferner 
können auch grobkörnige Filter auf die Barrieren auf-
gelegt werden, um jegliche Verkrustung der Barrieren 
durch Partikel-förmige Substanzen, Proteine oder 
Nukleinsäuren, zu verhindern, wodurch eine wieder-
holte Verwendung erlaubt wird.

[0050] Nach einem ähnlichen Gesichtspunkt kann 
die hohe elektrophoretische Mobilität von Nuklein-

säuren mit ihren negativen Ladungen dazu verwen-
det werden, um Nukleinsäuren von Kontaminanten 
durch Verwendung einer kurzen Säule eines Gels 
oder einer anderen geeigneten Matrix oder eines 
Gels zu trennen, das den Fluss von anderen Konta-
minanten verlangsamt oder zurückhält, wohingegen 
es den schnellen Nukleinsäuren die Passage erlaubt.

[0051] Für eine Vielzahl von Anwendungen kann es 
erstrebenswert sein, Messenger-RNA aus Zellen, 
zellulären Trümmern und anderen Kontaminanten zu 
extrahieren und zu trennen. Die erfindungsgemäße 
Vorrichtung als solche kann in einigen Fällen eine 
mRNA-Reinigungs-Kammer oder einen mRNA-Rei-
nigungskanal umfassen. Im Allgemeinen nutzt eine 
solche Reinigung die Poly-A-Schwänze einer 
mRNA,. Wie oben erwähnt können insbesondere po-
ly-T-Oligonukleotide in einer Kammer oder in einem 
Kanal der Vorrichtung immobilisiert werden, um als 
Affinitäts-Liganden für mRNA zu dienen. Poly-T-Oli-
gonukleotide können auf einen festen Träger immobi-
lisiert werden, der in die Kammer oder in den Kanal 
inkorporiert ist, oder alternativ dazu auf der (den) 
Oberfläche (n) der Kammer oder des Kanals selbst 
immobilisiert werden. Die Immobilisierung von Oligo-
nukleotiden auf der Oberfläche der Kammer oder des 
Kanals kann mittels hier beschriebener Verfahren 
durchgeführt werden, einschließlich, z.B. Oxidation 
und Silanierung der Oberfläche, gefolgt von einer 
Standard-DMT-Synthese der Oligonukleotide.

[0052] Bei der Ausführung wird die lysierte Probe in 
einer hochkonzentrierten Salz-Lösung in diese Kam-
mer oder diesen Kanal eingebracht, um die Innen-
stärke für die Hybridisierung zu erhöhen, wobei die 
mRNA daraufhin mit den immobilisierten Poly-T hyb-
ridisieren wird. Die Hybridisierung kann ferner durch 
Inkorporation von Misch-Elementen verstärkt wer-
den, wie ebenfalls hier beschrieben wird. Nachdem 
ausreichend Zeit für die Hybridisierung vergangen 
ist, wird die Kammer oder der Kanal mit reiner Salz-
lösung gewaschen. Die an die immobilisierte Po-
ly-T-Oligonukleotide gebundene mRNA wird dann 
durch Waschen mit einem Puffer von geringer Innen-
stärke freigesetzt. Der Oberflächenabschnitt, auf 
dem die Poly-T-Oligonukleotide immobilisiert sind, 
kann durch die Verwendung von geätzten Strukturen 
innerhalb der Kammer oder des Kanals, z.B. von Ste-
gen, Furchen oder Ähnlichem erhöht werden. Solche 
Strukturen helfen ferner bei der Bewegung der Inhal-
te der Kammer oder des Kanals, wie hier beschrie-
ben wird. Alternativ dazu können die Poly-T-Oligonu-
kleotide auf porösen Oberflächen immobilisiert wer-
den, z.B. auf porösem Silikon, auf Zeolith-Silika-Xe-
rogelen, auf gesinterten Partikeln oder auf anderen 
festen Trägern.

D. Amplifikation und In Vitro-Transkription

[0053] Nach Probensammlung und Nukleinsäu-
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re-Extraktion wird der Nukleinsäure-Anteil der Probe 
üblicherweise einer oder mehreren präparativen Re-
aktionen unterworfen. Diese präparativen Reaktio-
nen umfassen in vitro-Transkription, Markierung, 
Fragmentierung, Amplifikation und andere Reaktio-
nen. Die Nukleinsäure-Amplifikation erhöht die An-
zahl der Kopien der Ziel-Nukleinsäuren-Sequenz, die 
von Interesse ist. Eine Vielzahl von Amplifikationsver-
fahren sind zur Verwendung in den erfindungsgemä-
ßen Verfahren und der erfindungsgemäßen Vorrich-
tung geeignet, einschließlich z.B. das Polymera-
se-Ketten-Reaktions-Verfahren (PCR) oder die Liga-
se-Ketten-Reaktion (LCR), selbstunterhaltende Se-
quenzreplikation (3SR) und die Nukleinsäurebasierte 
Sequenzam-plifikation (NASBA).

[0054] Die letzten beiden Amplifikationsverfahren 
umfassen auf isothermaler Transkription basierende 
isothermale Reaktionen, die sowohl einzelsträngige 
RNA (ssRNA) als auch doppelsträngige DNA (dsD-
NA) als Amplifikationsprodukte in einem Verhältnis 
von ungefähr jeweils 30 oder 100 zu 1 produzieren. 
Daraus folgt, dass sofern diese letztgenannten Ver-
fahren verwendet werden, die Sequenzanalyse unter 
Verwendung von beiden Arten von Substrat, d.h. 
komplementär entweder zu DNA oder RNA verwen-
det werden können.

[0055] Unter besonders bevorzugten Gesichtspunk-
ten wird der Amplifikationsschritt unter Verwendung 
von PCR-Verfahren ausgeführt, die im Stand der 
Technik hinreichend bekannt sind. Siehe PCR Proto-
cols: Ä Guide to Methods and Applications (Innis, M., 
Gelfand, D., Sninsky, J. und White, T., Hrsg.) Acade-
mic Press (1990). Die PCR-Amplifikation umfasst im 
Allgemeinen die Verwendung eines Stranges der 
Ziel-Nukleinsäure-Sequenz als Matrize für die Erzeu-
gung einer großen Anzahl von Komplementen zu die-
ser Sequenz. Im Allgemeinen hybridisieren zwei Pri-
mer-Sequenzen, die komplementär zu verschiede-
nen Enden eines Segmentes der komplementären 
Stränge der Ziel-Sequenz sind, mit ihren jeweiligen 
Strängen der Ziel-Sequenz, und in Gegenwart von 
Polymerase-Enzymen und Nukleosid-Triphosphaten 
werden die Primer entlang der Ziel-Sequenz verlän-
gert. Die Verlängerungen werden von der Ziel-Se-
quenz geschmolzen und der Prozess wird wieder-
holt, dieses Mal mit den zusätzlichen Kopien der 
Ziel-Sequenz, die in den vorhergehenden Schritten 
synthetisiert wurden. Die PCR-Amplifikation umfasst 
üblicherweise wiederholte Zyklen von Denaturie-
rungs-, Hybridisierungs- und Extensions-Reaktionen, 
um ausreichende Mengen einer Ziel-Nukleinsäure zu 
erzeugen. Der erste Schritt eines jeden PCR-Zyklus 
umfasst die Trennung des Nukleinsäure-Duplex, das 
durch die Primer-Extension gebildet wurde. Wenn die 
Stränge einmal getrennt sind, umfasst der nächste 
Schritt der PCR die Hybridisierung der getrennten 
Stränge mit Primern, die die Ziel-Sequenz flankieren. 
Die Primer werden anschließend verlängert, wobei 

komplementäre Kopien der Ziel-Stränge gebildet 
werden. Für eine erfolgreiche PCR-Amplifikation 
werden die Primer so konstruiert, dass die Position, 
an der jeder Primer entlang einer Duplex-Sequenz 
hybridisiert, dergestalt ist, dass ein Extensionspro-
dukt, das von einem Primer synthetisiert wurde, als 
Matrize für die Extension des anderen Primers dient, 
sobald er von der Matrize (Komplement) getrennt 
wird. Der Zyklus von Denaturierung, Hybridisierung 
und Extension wird so oft wie nötig wiederholt, um die 
gewünschte Menge von amplifizierter Nukleinsäure 
zu erhalten.

[0056] In PCR-Verfahren wird die Strang-Trennung 
normalerweise erreicht, indem man die Reaktion auf 
eine ausreichend hohe Temperatur für eine ausrei-
chende Zeit erhitzt, um die Denaturierung des Duplex 
zu verursachen, jedoch keine irreversible Denaturie-
rung des Polymerase-Enzyms zu verursachen (siehe 
US-Patent Nr. 4,965,188). Eine typische Hitze-Dena-
turierung umfasst Temperaturen, die von 80°C bis 
105°C reichen, für einen Zeitraum, der von Sekunden 
bis Minuten reicht. Die Strang-Trennung jedoch kann 
durch jedes geeignete Denaturierungsverfahren, er-
reicht werden, einschließlich physikalische, chemi-
sche oder enzymatische Mittel. Die Strang-Trennung 
kann beispielsweise durch eine Helicase oder ein En-
zym, welches in der Lage ist, eine Helicase-Aktivität 
zu zeigen, induziert werden. Das Enzym RecA weist 
beispielsweise Helicase-Aktivität in Gegenwart von 
ATP auf. Die Reaktionsbedingungen, die für die 
Strang-Trennung durch Helicasen geeignet sind, sind 
im Stand der Technik bekannt (siehe Kuhn Hoff-
man-Berling, 1978, CHS-Quantitative Biology, 
43:63-67; und Radding, 1982, Ann. Rev. Genetics 
16:405-436). Andere Ausführungsformen können 
eine Strang-Trennung durch Anlegen von elektri-
schen Feldern über der Probe erreichen. Die veröf-
fentlichten PCT-Anmeldungs-Nrn. WO 92/04470 und 
WO 95/25177 wobei diese durch Verweis einge-
schlossen sind, beschreiben elektrochemische Ver-
fahren der Denaturierung von doppelsträngiger DNA 
durch Anlegen eines elektrischen Feldes eine 
DNA-erhaltende Probe. Anordnungen zur Durchfüh-
rung dieser elektrochemischen Denaturierung um-
fassen eine Arbeits-Elektrode, eine Gegen-Elektrode 
und eine Referenz-Elektrode, die in einer Potentios-
tat-Anordnung über einer Reaktions-Kammer ange-
ordnet sind (siehe veröffentlichte PCT-Anmel-
dungs-Nr. WO 92/04470 und WO 95/25177). Solche 
Vorrichtungen können problemlos für die Inkorporati-
on in die erfindungsgemäßen Vorrichtungen unter 
Verwendung der hier beschriebenen Mikro-Ferti-
gungsverfahren miniaturisiert werden.

[0057] Die Matrizen-abhängige Extension von Pri-
mern bei der PCR wird durch ein polymerisierendes 
Agens in Gegenwart von adequaten Mengen von 
mindestens 4 Desoxyribonukleotid-Triphosphaten 
(üblicherweise ausgewählt aus dATP, dGTP, dCTP, 
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dUTP und dTTP) in einem Reaktionsmedium kataly-
siert, welches geeignete Salze, Metallkationen und 
ein pH-pufferndes System umfasst. Die Reaktionsbe-
standteile und Reaktionsbedingungen sind im Stand 
der Technik hinreichend bekannt (siehe PCR-Proto-
cols: A Guide tö Methods and Applications (Innfis, M., 
Gelfand, D., Sninsky, J. und White, T., Hrsg.) Acade-
mic Press (1990). Geeignete polymerisierende Agen-
zien sind Enzyme, von denen bekannt ist, dass sie 
die Matrizen-abhängige DNA-Synthese katalysieren.

[0058] Die veröffentlichte PCT-Anmeldungs-Nr., 
WO 94/05414, von Northrup and White, diskutiert die 
Verwendung einer Mikro-PCR-Kammer, die Mikro-
heizer und Mikropumpen in das thermale Cycling und 
Mischen während der PCR-Reaktionen einbezieht.

[0059] Die Amplifikations-Reaktionskammer der 
Vorrichtung kann eine abdichtbare Öffnung für die 
Zugabe von verschiedenen Amplifikations-Reagenzi-
en umfassen. Unter bevorzugten Gesichtspunkten 
jedoch wird die Amplifikations-Kammer eine wirksa-
me Menge der verschiedenen oben beschriebenen 
Amplifikations-Reagenzien aufweisen, verfügbar in 
der Amplifikations-Kammer oder in einer assoziierten 
Reagenz-Kammer, wobei die Reagenzien problem-
los bei Beginn der Amplifikations-Tätigkeit in die Am-
plifikations-Kammer transportiert werden können. Mit 
"wirksame Menge" ist eine Menge und/oder Konzen-
tration eines Reagenzes gemeint, die benötigt wird, 
um die Amplifikation der Ziel-Nukleinsäure-Sequenz 
durch- zuführen. Diese Mengen sind problemlos an-
hand von bekannten PCR-Protokollen bestimmbar. 
Siehe z.B. Sambrook, et al. Molecular cloning: A La-
boratory Manual, (2te Auflage), Bände 1-3, Cold 
Spring Harbor Laboratory, (1989) und PCR Proto-
cols: Guide to Methods and Applications (Innis, M., 
Gelfand, D., Sninsky, J. und White, T., Hrsg.) Acade-
mic Press (1990). Für diejenigen Ausführungsfor-
men, in denen die verschiedenen Reagenzien zu der 
Amplifikations- oder der benachbarten Kammer ver-
fügbar sind, wird es oftmals erstrebenswert sein, 
dass diese Reagenzien in lyophilisierter Form vorlie-
gen, um eine maximale Haltbarkeit der gesamten 
Vorrichtung zu gewährleisten. Das Einbringen der 
flüssigen Probe in die Kammer rekonstituiert an-
schließend die Reagenzien in aktiver Form, und die 
jeweiligen Reaktionen können durchgeführt werden.

[0060] Unter einigen Gesichtspunkten kann das Po-
lymerase-Enzym in der Amplifikations-Kammer vor-
liegen, gekoppelt an einen geeigneten festen Träger, 
oder an die Wände und Oberflächen der Amplifikati-
ons-Kammer. Geeignete feste Träger umfassen die-
jenigen, die im Stand der Technik hinreichend be-
kannt sind, z.B. Agarose, Cellulose, Silika, Divinyl-
benzen, Polystyren usw. Es wurde berichtet, dass die 
Kopplung von Enzymen an feste Träger dem betref-
fenden Enzym Stabilität verleihen, die es erlaubt, das 
Enzym für Tage, Wochen oder sogar Monate ohne ei-

nen wesentlichen Verlust der Enzym-Aktivität zu la-
gern, und ohne die Notwendigkeit einer Lyophilisie-
rung des Enzyms. Die 94 kd DNA-Polymerase aus ei-
ner Untereinheit von Thermus aquaticus (oder 
taq-Polymerase) ist besonders für die PCR-basierten 
Amplifikationsverfahren geeignet, die im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung verwendet werden, und ist im 
Allgemeinen kommerziell erhältlich, z.B. von Prome-
ga, Inc., Madison, WI. Insbesondere sind monoklona-
le Antikörper erhältlich, die das Enzym binden, ohne 
seine Polymerase-Aktivität zu beeinflussen. Somit 
kann das kovalente Anheften des aktiven Polymera-
se-Enzyms an einen festen Träger oder die Wände 
der Amplifikations-Kammer unter Verwendung des 
Antikörpers als ein Verbindungsmolekül zwischen 
dem Enzym und dem Träger durchgeführt werden.

[0061] Zusätzlich zu PCR- und IVT-Reaktionen sind 
die erfindungsgemäßen Verfahren und Vorrichtungen 
auch auf eine Anzahl von anderen Reaktionstypen 
anwendbar, z.B. reverse Transkription, Nick-Transla-
tion und ähnliche.

E. Markierung und Fragmentierung

[0062] Die Nukleinsäuren in einer Probe werden im 
Allgemeinen markiert sein, um den Nachweis in 
nachfolgenden Schritten zu ermöglichen. Die Markie-
rung kann während der Amplifikations-, in vitro-Tran-
skriptions- oder Nick-Translations-Verfahren durch-
geführt werden, Amplifikation, in vitro-Transkription 
oder Nick-Translation können eine Markierung in die 
amplifizierte oder transkribierte Sequenz einbauen, 
entweder durch die Verwendung eines markierten 
Primers oder durch den Einbau von markierten dNT-
Ps in die amplifizierte Sequenz.

[0063] Alternativ dazu können die Nukleinsäuren in 
der Probe nach der Amplifikation markiert werden. 
Die Post-Amplifikations-Markierung umfasst übli-
cherweise das kovalente Anheften einer besonders 
nachweisbaren Gruppe an die amplifizierten Sequen-
zen. Geeignete Markierungen oder nachweisbare 
Gruppen umfassen eine Vielzahl von fluoreszenten 
oder radioaktiv markierten Gruppen, die im Stand der 
Technik hinreichend bekannt sind. Diese Markierun-
gen können ferner unter Verwendung von Verfahren, 
die im Stand der Technik hinreichend bekannt sind, 
an die Sequenzen gekoppelt werden. Siehe z.B. 
Sambrook, et al.

[0064] Des Weiteren können amplifizierte Sequen-
zen anderen post-Amplifikations-Behandlungen un-
terworfen werden. In einigen Fällen kann es bei-
spielsweise erstrebenswert sein, die Sequenz vor der 
Hybridisierung mit einem Oligonukleotid zu fragmen-
tieren, um Segmente bereitzustellen, die für die Son-
den leichter zugänglich sind, was die Bildung von 
Schleifen und/oder die Hybridisierung an verschiede-
ne Sonden verhindert. Die Fragmentierung der Nuk-
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leinsäuren kann im Allgemeinen durch physikalische, 
chemische oder enzymatische Verfahren durchge-
führt werden, die im Stand der Technik bekannt sind. 
Diese zusätzlichen Behandlungen können in der Am-
plifikations-Kammer oder, alternativ dazu, in einer ge-
trennten Kammer durchgeführt werden. Physikali-
sche Fragmentierungsverfahren können beispiels-
weise Schritte umfassen, bei denen die Nukleinsäu-
re-enthaltende Probe über Vertiefungen oder Spitzen 
auf der Oberfläche einer Reaktions-Kammer oder ei-
nes Fluid-Kanals bewegt werden. Die Bewegung der 
flüssigen Probe in Kombination mit den Unregelmä-
ßigkeiten der Oberfläche erzeugt eine hohe Se-
her-Rate, die zu einer Fragmentierung der Nuklein-
säuren führt. Unter einem Gesichtspunkt kann dies 
wie hier beschrieben in einer Miniatur-Vorrichtung 
durch Platzierung eines piezoelektrischen Elemen-
tes, z.B. eines PZT-keramischen Elementes, neben 
einer Substrat-Schicht erreicht werden, die eine Re-
aktions-Kammer oder einen Fließ-Kanal entweder di-
rekt oder durch eine Flüssigkeits-Schicht bedeckt. 
Die Substrat-Schicht hat in die Oberfläche eingear-
beitet Vertiefungen, Spitzen oder Öffnungen, die in-
nerhalb der Kammer oder des Fließ-Kanals liegen. 
Durch Betreiben des PZT-Elementes im Dicke-Mo-
dus wird eine stehende Welle innerhalb der Kammer 
errichtet,, Kavitation und/-oder Strömung innerhalb 
der Kammer resultieren in beträchtlichem Scheren. 
Ähnliche Seher-Raten können erreicht werden, in-
dem man die Nukleinsäure-enthaltende Flüssigkeits-
probe durch Flüssigkeits-Durchgänge von be-
schränkter Größe zwingt, z.B. durch Öffnungen mit 
einer Querschnittsabmes sung im Mikron- oder Sub-
mikron-Größenbereich, wodurch eine hohe Se-
her-Rate erzeugt und die Nukleinsäure fragmentiert 
wird.

[0065] Eine Vielzahl von Proben-Präparations-Tä-
tigkeiten kann durch Anpassung des pH-Wertes der 
Probe durchgeführt werden, wie beispielsweise Zell-
lyse, Nukleinsäure-Fragmentierung, Enzym- Denatu-
rierung und Ähnliches. Die pH-Kontrolle kann glei-
chermaßen auch eine Rolle bei einer großen Vielzahl 
von anderen in der Vorrichtung auszuführenden Re-
aktionen spielen, z.B. für die Optimierung der Reakti-
onsbedingungen, neutralisierende Säure oder Ba-
sen-Zugaben, Denaturierung von exogenen einge-
brachten Enzymen, Quenching-Raktionen und Ähnli-
ches. Ein solches Verfolgen des pH-Wertes und sei-
ne Kontrolle kann problemlos unter Verwendung hin-
reichend bekannter Verfahren erreicht werden. Bei-
spielsweise kann der pH-Wert durch Einbau eines 
pH-Sensors oder -Indikators in eine bestimmte Kam-
mer verfolgt werden. Die Kontrolle kann anschlie-
ßend durch Titration der Kammer-Inhalte mit einer 
geeigneten Säure oder Base durchgeführt werden.

[0066] Unter einem alternativen Gesichtspunkt 
kann die Vorrichtung ein elektronisch kontrolliertes 
pH-System umfassen. Bei Betrieb wird eine Elektro-

de, z.B., in Fluidkontakt neben eine Reaktions-Kam-
mer positioniert, während eine Gegen-Elektrode in 
eine zweite Kammer oder in einen zweiten Kanal po-
sitioniert wird, die (der) über ein Fluid mit der (dem) 
ersten verbunden ist. Bei Anlegen eines Stroms an 
diese Elektroden wird der pH-Wert der Reakti-
ons-Kammer durch die Elektrolyse von Wasser an 
der Oberfläche der Elektrode, bei der Sauerstoff und 
Wasserstoff produziert werden, verändert. Ein 
pH-Sensor kann ebenfalls in der Reaktions-Kammer 
enthalten sein, um für das Verfolgen und/oder die 
rückgekoppelte Regelung des genauen pH-Wertes in 
der Kammer zu sorgen.

[0067] Ein Beispiel für eine Reaktions-Kammer, die 
ein elektronisches pH-Kontrollsystem verwendet, 
wird in Fig. 11 gezeigt. Wie gezeigt wird umfasst eine 
Vorrichtung 1100, die aus zwei planaren Bauteilen 
1102 und 1104 gefertigt ist, drei verschiedene Kam-
mern, eine Referenz-Kammer 1106, eine Reakti-
ons-Kammer 1108 und eine Kammer für die Ge-
gen-Elektrode 1110. Sowohl die Referenz-Kammer 
1106 als auch die Kammer für die Gegen-Elektrode 
1110 sind über ein Fluid mit der Reaktions-Kammer 
1108 verbunden, z.B. über die Fluid-Durchgänge 
1112 und 1114. Diese Durchgänge sind üblicherwei-
se durch eine geeignete Barriere 1116 blockiert, z.B. 
eine Dialysemembran, ein Gel-Pfropfen oder Ähnli-
ches, um den elektrophoretischen Durchgang von 
Elementen der Probe zwischen den Kammern zu ver-
hindern, Die Referenz-Kammer 1106 umfasst übli-
cherweise eine Referenz-Elektrode 1118. Die Refe-
renz-Elektrode kann z.B. aus einer Platin-, Gold- oder 
Nickel-Schicht, die mit einer Mischung aus Teflon und 
Platinmohr gepresst wird (Herstellung einer Wasser-
stoff-Elektrode), gefertigt werden. Die Reakti-
ons-Kammer 1108 umfasst üblicherweise eine Elek-
trolyse-Elektrode 1120, z.B. eine Platin-, Gold- oder 
Nickel-Schicht, die mit einer geeigneten Barriere, 
z.B. einer Polyacrylamid-Gel-Schicht beschichtet ist 
und eine WasserStoff-Elektrode 1122, die ebenfalls 
mit einer geeigneten Barriere geschützt ist. Die Refe-
renz-Elektrode 1118 und die Wasserstoff-Elektrode 
1122 sind an ein Elektrometer 1126 angeschlossen, 
um den pH-Wert in der Reaktions-Kammer zu verfol-
gen.. Die Kammer für die Gegen-Elektrode 1110 um-
fasst üblicherweise eine Gegen-Elektrode 1123, z.B. 
eine einzelne Platin-, Gold- oder Nickel-Elektrode. 
Die Elektrolyse-Elektrode und die Gegen-Elektrode 
sind an eine geeignete Spannungsquelle 1124 ange-
schlossen.

[0068] Bei Einbringen der Probe, z.B. einer Zellsus-
pension oder einer Nukleinsäure-haltigen Probe wird 
eine Spannung durch die Spannungsquelle angelegt. 
Die Elektrolyse an der Elektrolyse-Elektrode verän-
dert den pH-Wert in der Reaktions-Kammer 1108. 
Das Elektrometer vergleicht den pH-Wert, der durch 
die Spannung zwischen Referenz- und Wasser-
stoff-Elektroden gemessen wird. Dieses Signal kann 
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durch geeignete Mittel, z.B. einen geeignet program-
mierten Computer oder einen anderen Mikroprozes-
sor 1128 mit einem Sollwert verglichen werden, und 
dazu verwendet werden, das Anlegen der Spannung 
zu kontrollieren. Das resultierende System erlaubt 
die automatische Kontrolle des pH-Wertes in der Re-
aktions-Kammer durch Veränderung des Sollwert-Si-
gnals.

F. Proben-Analyse

[0069] Nach den verschiedenen Proben-Präparati-
ons-Tätigkeiten wird die Probe im Allgemeinen einer 
oder mehrerer Analyse-Tätigkeiten unterworfen. Be-
sonders bevorzugte Analyse-Tätigkeiten umfassen 
z.B. Sequenz-basierte Analysen unter Verwendung 
eines Oligonukleotid-Arrays und/oder Größen-ba-
sierter Analysen unter Verwendung von z.B. Mikroka-
pillar-Array-Elektrophorese.

1. Oligonukleotid-Sonden-Array

[0070] Unter einem Gesichtspunkt wird die Nuklein-
säure-Probe nach der Proben-Präparation unter Ver-
wendung eines Arrays von Oligonukleotid-Sonden 
überprüft. Oligonukleotid-Arrays umfassen im Allge-
meinen ein Substrat mit einer großen Zahl von posi-
tionell unterschiedlichen Oligonukleotid-Sonden, die 
an das Substrat gebunden sind. Diese Oligonukleo-
tid-Arrays, die auch als ®"Genechip-Arrays" beschrie-
ben sind, sind im Stand der Technik beschrieben wor-
den, beispielsweise in US-Patent Nr. 5,143,854 und 
in den PCT-Patent-Veröffentlichungs-Nrn. WO 
90/15070 und 92/10092. Diese wegbereitenden Ar-
rays können unter Verwendung von mechanischen 
oder Licht-gesteuerten Syntheseverfahren herge-
stellt werden, die eine Kombination von photolitho-
graphischen Verfahren und Verfahren der Festpha-
sen-Oligonukleotidsynthese einbeziehen. Siehe Fo-
doi et al., Science, 251:767-777 (1991), Pirrung et al., 
US-Patent Nr. 5,143,854 (siehe auch PCT-Anmel-
dungs-Nr, WO 90/15070) und Fodor et al., PCT-Ver-
öffentlichungs-Nr. WO 92/10092. Diese Literaturver-
weise offenbaren Verfahren zur Herstellung von gro-
ßen Arrays aus Peptiden, Oligonukleotiden und an-
deren Polymer-Sequenzen, wobei beispielsweise 
Lichtgesteuerte Syntheseverfahren verwendet wer-
den. Verfahren zur Synthese dieser Arrays unter Ver-
wendung mechanischer Synthesestrategien werden 
beispielsweise in PCT-Veröffentlichungs-Nr. 
93/09668 und US-Patent Nr. 5,384,261 beschrieben. 
Das Einarbeiten dieser Arrays in mittels Spritzguss-
verfahren hergestellte Gehäuse wurde in der veröf-
fentlichten PCT-Anmeldungs-Nr. 95/33846 beschrie-
ben.

[0071] Die grundlegende Strategie für die Licht-ge-
steuerte Syn these von Oligonukleotid-Arrays ist die 
Folgende. Die Oberfläche eines festen Trägers, der 
mit photosensitiven Schutzgruppen modifiziert ist, 

wird durch eine photolithographische Maske ange-
strahlt, was zu reaktiven Hydroxyl-Gruppen in den 
angestrahlten Bereichen führt. Ein ausgewähltes Nu-
kleotid, üblicherweise in Form eines 3'-O-Phosphora-
midit-aktivierten Desoxynukleosids (an seiner 5'-Hy-
droxyl-Gruppe mit einer photosensitiven Schutzgrup-
pe geschützt) wird anschließend der Oberfläche prä-
sentiert, und es erfolgt eine Kopplung an den Stellen, 
die dem Licht ausgesetzt waren. Nach Capping und 
Oxidation wird das Substrat gespült und die Oberflä-
che wird durch eine zweite Maske angestrahlt, um 
zusätzliche Hydroxyl-Gruppen für die Kopplung zu 
exponieren. Ein zweites ausgewähltes Nukleotid 
(z.B. 5'-geschütztes 3'-O-Phosphoramidit-aktiviertes 
Desoxynukleosid) wird der Oberfläche präsentiert. 
Die Zyklen der selektiven Entfernung des Schutzes 
und der Kopplung werden wiederholt, bis die ge-
wünschte Gruppe von Produkten erhalten wird. Da 
Photolithographie verwendet wird, kann das Verfah-
ren problemlos miniatursiert werden, um Arrays aus 
Oligonukleotid-Sonden von hoher Dichte zu erzeu-
gen. Des Weiteren ist die Sequenz der Oligonukleoti-
de an jeder Stelle bekannt. Siehe Pease, et al. Ver-
fahren der mechanischen Synthese sind den 
Licht-gesteuerten Verfahren ähnlich, außer dass sie 
eine mechanische Richtungsgebung von Fluiden für 
die Entfernung des Schutzes und die Addition bei den 
Syntheseschritten umfassen.

[0072] Üblicherweise werden die Arrays, die in der 
vorliegenden Erfindung verwendet werden, eine Stel-
len-Dichte von größer als 100 verschiedene Sonden 
pro cm2 aufweisen. Vorzugsweise werden die Arrays 
eine Stellen-Dichte von größer als 500/cm2 aufwei-
sen, besonders bevorzugt größer als etwa 1.000/cm2

und ganz besonders bevorzugt größer als etwa 
10.000/cm2. Vorzugsweise werden die Arrays mehr 
als 100 verschiedene Sonden auf einem einzelnen 
Substrat aufweisen, besonders bevorzugt mehr als 
etwa 1.000 verschiedene Sonden und noch mehr be-
vorzugt mehr als etwa 10.000 verschiedene Sonden 
und ganz besonders bevorzugt mehr als 100.000 ver-
schiedene Sonden auf einem einzelnen Substrat auf-
weisen.

[0073] Für einige Ausführungsformen können Oli-
gonukleotid-Arrays hergestellt werden, die alle mög-
lichen Sonden einer gegebenen Länge aufweisen. 
Solche Arrays können in solchen Gebieten wie bei-
spielsweise Sequenzierung oder Sequenz-Überprü-
fungs-Anwendungen verwendet werden, was we-
sentliche Vorteile gegenüber herkömmlichen Verfah-
ren bietet. Die Verwendung von Oligonukleotid-Ar-
rays in solchen Anwendungen wird beispielsweise in 
US-Patent-anmeldungs-Seriennummer 08/515,919, 
eingereicht am 24. Juli 1995 (US-A-5 968 740) und in 
US-Patentanmeldungs-Seriennummer 08/284,064 
(WO-A-97 434450), eingereicht am 2. August 1994 
beschrieben. Diese Verfahren verwenden üblicher-
weise eine Gruppe von kurzen Oligonukleotid-Son-
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den definierter Sequenz, um nach komplementären 
Sequenzen auf einem längeren Ziel-DNA-Strang zu 
suchen. Die Hybridisierungsmuster der Ziel-Sequenz 
auf dem Array wird verwendet, um die Ziel-DNA-Se-
quenz zu rekonstruieren. Die Hybridisierungsanalyse 
einer großen Anzahl von Sonden kann verwendet 
werden, um lange DNA-Abschnitte zu sequenzieren.

[0074] Eine Strategie der de novo-Sequenzierung 
lasst sich durch das folgende Beispiel illustrieren. 
Eine 12-mer Ziel-DNA-Sequenz wird auf einem Array 
mit einer vollständigen Gruppe von Octanukleotid- 
Sonden überprüft. Fünf der 65.536 Octamer-Sonden 
werden perfekt mit der Ziel-Sequenz hybridisieren. 
Die Identität der Sonden ist an jeder Stelle bekannt. 
Daher kann man die Sequenz der Ziel-Sequenz be-
stimmen, indem man die Orte bestimmt, an denen 
das Ziel auf dem Array hybridisiert, oder das Hybridi-
sierungsmuster bestimmt. Während diese Strategien 
vorgeschlagen und in einigen Anmeldungen genutzt 
worden sind, gab es Schwierigkeiten beim Nachweis 
der Sequenzierung von längeren Nukleinsäuren un-
ter Verwendung der gleichen Strategien. Unter be-
vorzugten Gesichtspunkten verwenden demgemäß
SBH-Verfahren, die die hier beschriebenen Vorrich-
tungen verwenden, sowohl Daten von fehlgepaarten 
als auch von perfekt passenden Sonden, um nützli-
che Sequenzdaten zu liefern, wie in US-Patentan-
meldungs-Nr. 08/505,919 (US-A-5 968 740) be-
schrieben wird.

[0075] Während Oligonukleotid-Sonden mit jeder 
möglichen Sequenz der Länge n hergestellt werden 
können, wird es oftmals bei der Ausführung der vor-
liegenden Erfindung erstrebenswert sein, einen Oli-
gonukleotid-Array bereitzustellen, der spezifisch und 
komplementär zu einer besonderen Nukleinsäu-
re-Sequenz ist. Unter besonders bevorzugten Ge-
sichtspunkten wird der Oligonukleotid-Array bei-
spielsweise Oligonukleotid-Sonden umfassen, die 
komplementär zu spezifischen Ziel-Sequenzen sind, 
sowie individuelle oder multiple Mutationen dersel-
ben. Solche Arrays sind insbesondere nützlich bei 
der Diagnose von spezifischen Erkrankungen, die 
durch das Vorhandensein einer besonderen Nuklein-
säure-Sequenz charakterisiert sind. Beispielsweise 
kann die Target-Sequenz die eines besonderen, exo-
genen krankheitsverursachenden Agens sein, z.B. 
Humanes Immun-Defizienzvirus (siehe US-Anmel-
dungs-Seriennummer 08/284,064, oder, alternativ 
dazu kann die Ziel-Sequenz derjenige Anteil des hu-
manen Genoms sein, von dem bekannt ist, dass er in 
Fällen einer bestimmten Erkrankung mutiert ist, d.h. 
Sichelzellenanämie (siehe z.B. US-Anmeldungs-Se-
riennummer 08/082,937) oder cystische Fibröse).

[0076] In einer solchen Anwendung umfasst der Ar-
ray im Allgemeinen mindestens 4 Gruppen von Oligo-
nukleotid-Sonden, in der Regel mit einer Länge von 
etwa 9 bis etwa 21 Nukleotiden. Eine erste Son-

den-Gruppe weist eine Sonde auf, die jedem Nukleo-
tid in der Ziel-Sequenz entspricht. Eine Sonde ist mit 
ihrem entsprechenden Nukleotid verwandt, indem sie 
zu einer Untersequenz der Ziel-Sequenz, die das ent-
sprechende Nukleotid umfasst, exakt komplementär 
ist. Daher weist jede Sonde eine Position auf (als In-
terrogations-Position bezeichnet), die von einem zu 
dem entsprechenden Nukleotid in der Ziel-Sequenz 
komplementären Nukleotid besetzt ist. Die drei zu-
sätzlichen Sonden-Gruppen haben jeweils eine ent-
sprechende Sonde für jede Sonde in der ersten Son-
den-Gruppe, substituieren jedoch die Interrogati-
ons-Position mit den drei anderen Nukleotiden. Dem-
gemäß gibt es für jedes Nukleotid in der Ziel-Se-
quenz vier entsprechende Sonden, eine aus jeder 
der Sonden-Gruppen. Die drei entsprechenden Son-
den in den drei zusätzlichen Sonden-Gruppen sind 
identisch mit der entsprechenden Sonde aus der ers-
ten Sonde oder einer Untersequenz derselben, die 
die Interrogations-Position umfasst, außer dass die 
Interrogations-Position in jeder der vier entsprechen-
den Sonden durch ein unterschiedliches Nukleotid 
besetzt ist.

[0077] Manche Arrays haben fünfte, sechste, siebte 
und achte Sonden-Gruppen. Die Sonden in jeder 
Gruppe werden durch analoge Prinzipien zu denjeni-
gen für die Sonden in den ersten vier Sonden-Grup-
pen ausgewählt, außer dass die Sonden der fünften, 
sechsten, siebten und achten Gruppe Komplementä-
rität zu einer zweiten Referenzsequenz zeigen. In 
manchen Arrays ist die erste Gruppe von Sonden 
komplementär zu dem kodierenden Strang der 
Ziel-Sequenz, während die zweite Gruppe komple-
mentär zu dem nicht-kodierenden Strang ist. Alterna-
tiv dazu kann die zweite Referenzsequenz eine Un-
tersequenz der ersten Referenzsequenz mit einer 
Substitution von mindestens einem Nukleotid sein.

[0078] In manchen Anwendungen weist die Ziel-Se-
quenz relativ zu der Sonden-Sequenz ein substituier-
tes Nukleotid in mindestens einer unbestimmten Po-
sition auf, und die relative spezifische Bindung der 
Sonden verweist auf den Ort der Position und das 
Nukleotid, das die Position in der Ziel-Sequenz be-
setzt.

[0079] Nach Amplifikation und/oder Markierung wird 
die Nukleinsäure-Probe mit dem Oligonukleotid-Ar-
ray in der Hybridisierungs-Kammer inkubiert. Die Hy-
bridisierung zwischen der Nukleinsäure der Probe 
und den Oligonukleotid-Sonden auf dem Array wird 
anschließend nachgewiesen, z.B. unter Verwendung 
von Epifluoreszenz-Konfokalmikroskopie. Üblicher-
weise wird die Probe während der Hybridisierung ge-
mischt, um die Hybridisierung von Nukleinsäuren in 
der Probe mit Nukleinsäure-Sonden auf dem Array 
zu verstärken. Das Mischen kann wiederum durch 
die hier beschriebenen Verfahren durchgeführt wer-
den, z.B. durch Verwendung piezoelektrischer Ele-
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mente, durch elektrophoretische Verfahren oder 
durch physikalisches Mischen durch das Pumpen 
von Fluiden in und aus der Hybridisierungs-Kammer, 
d.h. in eine angrenzende Kammer. Im Allgemeinen 
wird die Nachweis-Tätigkeit unter Verwendung einer 
Lese-Vorrichtung durchgeführt werden, die sich au-
ßerhalb der Diagnose-Vorrichtung befindet. Es kann 
jedoch in manchen Fällen erstrebenswert sein, die 
Daten-sammelnde Tätigkeit in die diagnostische Vor-
richtung selbst einzubauen.

[0080] Die Hybridisierungsdaten werden als nächs-
tes analysiert, um das Vorhandensein oder das Feh-
len einer besonderen Sequenz in der Probe zu be-
stimmen oder, um durch Analyse von multiplen Hyb-
ridisierungen die Sequenz der Ziel-Nukleinsäure un-
ter Verwendung der bereits beschriebenen SBH-Ver-
fahren zu bestimmen.

[0081] In einigen Fällen können die hybridisierten 
Oligonukleotide nach der Hybridisierung markiert 
werden. Wo beispielsweise Biotin-markierte dNTPs 
verwendet werden, z.B. bei der Amplifikation oder 
Transkription, können Streptavidin-gebundene Re-
porter-Gruppen verwendet werden, um hybridisierte 
Komplexe zu markieren. Solche Tätigkeiten können 
problemlos in die Systeme der vorliegenden Erfin-
dung integriert werden.

2. Kapillar-Elektrophorese

[0082] In einigen Ausführungsformen kann es wün-
schenswert sein, zusätzliche oder alternative Maß-
nahmen zum Analysieren der Nukleinsäuren aus der 
Probe zur Verfügung zu stellen. In einer Ausfüh-
rungsform umfasst die Vorrichtung der Erfindung op-
tional oder zusätzlich ein Mikrokapillar-Array zur Ana-
lyse von aus der Probe erhaltenen Nukleinsäuren.

[0083] Mikrokapillar-Array-Elektrophorese beinhal-
tet die Verwendung von dünnen Kapillaren oder Ka-
nälen, die mit einem bestimmten Separationsmedium 
gefüllt sein können oder nicht. Die Elektrophorese ei-
ner Probe durch die Kapillaren liefert ein Größenba-
siertes Trennungsprofil für die Probe. Die Anwen-
dung von Mikrokapillar-Elektrophorese bei der Grö-
ßentrennung von Nukleinsäuren wurde z.B. in Wool-
ley und Mathias, Proc. Nat'l Acad. Sci. USA (1994) 
91:11348-11352 berichtet. Die Mikrokapillar-Ar-
ray-Elektrophorese bietet im Allgemeinen ein schnel-
les Verfahren für die größenbasierte Sequenzierung, 
PCR-Produktanalyse und Restriktionsfragmentgrö-
ßenbestimmung. Das hohe Oberflächen-zu-Volu-
men-Verhältnis dieser Kapillaren erlaubt die Anwen-
dung höherer elektrischer Felder über die Kapillaren 
ohne wesentliche thermische Variation über die Ka-
pillaren, und erlaubt folglich schnellere Trennungen. 
Ferner liefern diese Verfahren, wenn mit konfokalen 
Bildgebungsverfahren kombiniert, Empfindlichkeit im 
Attomol-Bereich, was vergleichbar mit der Empfind-

lichkeit von radioaktiven Sequenzierungsverfahren 
ist.

[0084] Die Mikrofertigung von mikrofluidischen Vor-
richtungen mit Mikrokapillar-Elektrophoresevorrich-
tungen wurde detailliert z.B. von Jacobsen et al. dis-
kutiert, Anal. Chem. (1994), 66:1114-1118, von Effen-
hauser et al., Anal. Chem. (1994) 66:2949-2953, von 
Harrison et al., Science (1993) 261:895-897, von Ef-
fenhauser et al., Anal. Chem. (1993) 65:263 7-2642, 
und von Manz et al., J. Chromatog. (1992) 
593:253-258. Typischerweise umfassen diese Ver-
fahren photolithographisches Ätzen von Kanälen im 
Mikrometermaßstab auf einem Substrat aus Silicium-
dioxid, Silicium oder einem anderen festen Substrat 
oder Chip, und können einfach angepasst werden zur 
Anwendung auf die miniaturisierten Vorrichtungen 
der vorliegenden Erfindung. In einigen Ausführungs-
formen können die Kapillar-Arrays aus den gleichen 
Polymermaterialien gefertigt werden, die für die Her-
stellung des Körpers der Vorrichtung beschrieben 
wurden, unter Verwendung von ihren beschriebenen 
Spritzgusstechniken. In solchen Fällen können die 
Kapillaren und die anderen Flüssigkeitskanäle in ein 
erstes ebenes Element geformt werden. Ein zweites 
dünnes Polymer teil mit Anschlüssen entsprechend 
den Enden der darauf angeordneten Kapillarkanäle, 
wird auf das erste Polymerteil aufgelegt oder durch 
Ultraschallschweißen geschweißt, um eine Deckflä-
che für diese Kanäle zu bilden, Elektroden für die 
elektrophoretische Steuerung werden innerhalb die-
ser Anschlüsse/Vertiefungen angeordnet, um elektri-
schen Strom auf die Kapillarkanäle anzuwenden. 
Durch Verwendung eines relativ dünnen Plättchens 
als Deckteil der Kapillarkanäle kann während der 
Elektrophorese erzeugte Wärme schnell abgeführt 
werden. Zusätzlich können die Kapillarkanäle mit 
thermisch besser leitfähigem Material, z.B. Glas oder 
Keramik, beschichtet werden, um die Wärmeabfuhr 
zu verbessern.

[0085] Bei vielen Kapillar-Elektrophoreseverfahren 
sind die Kapillaren, z.B. Quarz-Kapillaren oder Kanä-
le, die in ebene Substrate geätzt, eingearbeitet oder 
gegossen sind, mit einer geeigneten trennenden/sie-
benden Matrix gefüllt. Eine Vielzahl von Siebmatrizen 
sind im Stand der Technik bekannt und können in Mi-
krokapillar-Arrays verwendet werden. Beispiele für 
solche Matrizen umfassen z.B. Hydroxyethylcellulo-
se, Polyacrylamid, Agarose und dergleichen, 
Gel-Matrizen können in den Kapillarkanal eingeführt 
und darin polymerisiert werden. In einigen Fällen 
kann das jedoch zum Einschluss von Blasen inner-
halb der Kanäle führen, was die Probentrennungen 
stören kann. Demgemäß ist es oft wünschenswert, 
eine vorgefertigte Trennungsmatrix in dem oder den 
Kapillarkanälen zu plazieren, bevor die ebenen Ele-
mente des Kapillarteils zusammengefügt werden. 
Das Verbinden der beiden Teile, z.B. durch Ultra-
schallschweißen, fixiert die Matrix permanent inner-
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halb des Kanals. Die Polymerisation außerhalb der 
Kanäle hilft dabei sicherzustellen, dass keine Blasen 
gebildet werden. Ferner hilft der Druck des Schweiß-
vorgangs dabei, sicherzustellen, dass ein System 
ohne Hohlräume gebildet wird. Allgemein werden die 
spezifische Gel-Matrix, die verwendeten Puffer und 
die Betriebsbedingungen so ausgewählt, um die 
Trennungscharakteristiken für die bestimmte Anwen-
dung zu maximieren, z.B. die Größe der Nukleinsäu-
refragmente, die erforderliche Auflösung und das 
Vorhandensein von nativen oder nicht-denaturierten 
Nukleinsäuremolekülen. Die verwendeten Puffer 
können z.B. Denaturierungsmittel, chaotrope Agenzi-
en wie etwa Harnstoff oder dergleichen aufweisen, 
um die Nukleinsäuren in der Probe zu denaturieren.

[0086] Zusätzlich zu ihrer Anwendung in "Finger-
printing" für Nukleinsäuren und anderen Größen-ba-
sierten Analysen können die Kapillar-Arrays auch in 
Sequenzierungsanwendungen angewendet werden. 
Insbesondere können Sequenzierungstechniken auf 
Gel-Basis leicht für die Kapillar-Array-Elektrophorese 
angepasst werden. Zum Beispiel kann die Kapil-
lar-Elektrophorese mit Didesoxy-Kettenab-
bruchs-Sequenzierungsverfahren nach Sanger kom-
biniert werden, wie in Sambrook et al., diskutiert (sie-
he auch Brenner et al., Proc. Nat'l Acad. Sci (1989), 
86:8902-8906). Bei diesen Verfahren wird die Pro-
ben-Nukleinsaure in Gegenwart von fluoreszieren-
den Didesoxynukleosid-Triphosphaten in einer Ex-
tensions-Reaktion amplifiziert. Der zufällige Einbau 
von Didesoxymikleotiden beendet Transkription der 
Nukleinsäure. Dies führt zu einer Verteilung von 
Transkriptionsprodukten, die sich voneinander durch 
eine einzelne Base unterscheiden. Komparative Grö-
ßen-basierte Trennung erlaubt dann die Bestimmung 
der Sequenz der Nukleinsäure auf Grundlage des 
letzten einzubauenden Didesoxynukleotids.

G. Datensammlung und -Analyse

[0087] Die Sammlung von Daten aus den verschie-
denen Analyse-Operationen, z.B. von Oligonukleo-
tid- und/oder Mikrokapillar-Arxays, wird typischerwei-
se unter Verwendung von im Stand der Technik be-
kannten Verfahren ausgeführt. Zum Beispiel können 
die Arxays unter Verwendung von Lasern abgetastet 
werden, um mit Fluoreszenzmarkierungen versehe-
ne Ziele anzuregen, die an Regionen des Proben-Ar-
rays hybridisiert wurden, deren Bild dann unter Ver-
wendung von Charged Coupled Devices ("CCDs") für 
eine Wide-Field-Abtastung des Arrays aufgenommen 
wird. Alternativ ist ein anderes besonders nützliches 
Verfahren zum Sammeln von Daten von den Arrays 
die Anwendung von Laser-gestützter konfokaler Mi-
kroskopie, die die Einfachheit und Geschwindigkeit 
eines leicht automatisierbaren Prozesses mit der De-
tektierung mit hoher Auflösung kombiniert. Beson-
ders bevorzugte Abtastgeräte sind allgemein bei-
spielsweise in US-Patent Nr. 5,143,854 und 

5,424,186 beschrieben.

[0088] Nach der Datensammlungs-Operation wer-
den die Daten typischerweise an eine Datenanaly-
se-Operation weitergeleitet. Um die Proben-Analy-
se-Operation zu erleichtern, werden die durch das 
Lesegerät von der Vorrichtung gesammelten Daten 
typischerweise unter Verwendung eines Digitalcom-
puters analysiert. In typischen Fällen ist der Compu-
ter geeignet für die Aufnahme und die Speicherung 
der Daten von der Vorrichtung wie auch für die Ana-
lyse und die Meldung der gesammelten Daten geeig-
net programmiert, d.h. zum Interpretieren der Fluo-
reszenzdaten zur Bestimmung der Sequenz von Hy-
bridisierungssonden, zur Normalisierung von Hinter-
grund und von Einzelbasen-Fehlpaarungshybridisie-
rungen, zum Ordnen der Sequenzdaten in SBH-An-
wendungen und der gleichen wie beispielsweise in 
US-Patentanmeldung Seriennummer 08/327,525 
(EP-A-0 717 43, angemeldet am 21. Oktober 1994, 
beschrieben.

III. Nukleinsäurediagnosesystem

A. Analysesystem

[0089] Eine schematische Repräsentation eines 
analytischen Systems auf Basis der Vorrichtung der 
Erfindung ist in Fig. 1 gezeigt. Das System umfasst 
die Diagnose Vorrichtung 2, die eine oder mehrere 
Operationen von Probensammlung, Probenvorberei-
tung und/oder Probenanalyse unter Verwendung von 
beispielsweise Hybridisierung und/oder größenba-
sierter Trennung ausführt. Die diagnostische Vorrich-
tung wird dann in einem Lesegerät 4 platziert, um die 
Hybridisierungs- und/oder Trennungsinformation, die 
auf der Vorrichtung vorhanden ist, zu detektieren. Die 
Hybridisierungs- und/oder Trennungsdaten werden 
dann von dem Lesegerät an einen Computer 6 ge-
meldet, der mit geeigneter Software zur Interpretati-
on der von dem Lesegerät von der diagnostischen 
Vorrichtung erhaltenen Daten programmiert ist. Die 
Interpretation der Daten von der diagnostischen Vor-
richtung kann in einer Vielzahl von Wegen angewen-
det werden, einschließlich Nukleinsäuresequenzie-
rung, die auf ein bestimmtes Krankheitsverursachen-
des Agens gerichtet ist, wie etwa Virus- oder Bakteri-
eninfektionen, z.B. AIDS, Malaria etc., oder auf gene-
tische Krankheiten, z.B. Sichelzellenanämie, zysti-
sche Fibröse, Fragiles X Syndrom, Duchenne-Mus-
keldystrophie und dergleichen. Alternativ kann die 
Vorrichtung bei de novo-Sequenzierungen eingesetzt 
werden, um Nukleinsäuresequenzen einer vorher un-
bekannten Squenz zu identifizieren.

B. Die Diagnosevorrichtung

1. Allgemeines

[0090] Wie oben beschrieben ist die Vorrichtung der 
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vorliegenden Erfindung allgemein zum Ausführen ei-
ner Anzahl von präparativen und analytischen Reak-
tionen an einer Probe in der Lage. Um dieses Ziel zu 
erreichen, weist die Vorrichtung allgemein eine An-
zahl von diskreten Reaktions-, Speicher- und/oder 
Analyse-Kammern auf, die innerhalb einer einzelnen 
Einheit oder einem Körper angeordnet sind. Wäh-
rend die Vorrichtung hier als Diagnosevorrichtung be-
zeichnet wird, werden Fachleute anerkennen, dass 
die Vorrichtung der Erfindung eine Vielzahl von An-
wendungen außerhalb der Diagnostik hat. Solche 
Anwendungen können Sequenzierungsanwendun-
gen, Probenidentifizierungs- und Charakterisierungs-
anwendungen (z.B. für taxonomische Studien, ge-
richtliche Anwendungen, d.h. kriminaltechnische Un-
tersuchungen und dergleichen) umfassen.

[0091] Typischerweise definiert der Körper der Vor-
richtung die verschiedenen Reaktions-Kammern und 
Flüssigkeitsdurchgänge in denen die oben beschrie-
benen Operationen ausgeführt werden. Die Herstel-
lung des Körpers und daher der verschiedenen Kam-
mern und Kanäle, die in dem Körper angeordnet sind, 
kann allgemein unter Verwendung von einer oder ei-
ner Kombination von mehreren wohl bekannten Her-
stellungstechniken und -materialien ausgeführt wer-
den. Das Material, aus dem der Körper hergestellt 
wird, wird allgemein so ausgewählt, um eine maxima-
le Widerstandsfähigkeit über einen ganzen Bereich 
von Bedingungen zu bieten, denen die Vorrichtung 
ausgesetzt sein wird, z.B. Temperaturextremen, 
Salz, pH, Anwendung von elektrischen Feldern und 
dergleichen, und wird auch im Hinblick auf die Kom-
patibilität mit anderen in der Vorrichtung verwendeten 
Materialien ausgewählt. Zusätzliche Komponenten 
können später, wenn notwendig, in den Körper einge-
führt werden. Alternativ kann die Vorrichtung aus ei-
ner Mehrzahl von einzelnen Teilen gebildet werden, 
die später zusammengebaut oder zusammengefügt 
werden. Zum Beispiel können getrennte und individu-
elle Kammern und Flüssigkeitsdurchgänge zusam-
mengesetzt werden, um die verschiedenen Kam-
mern der Vorrichtung bereitzustellen.

[0092] Als eine miniaturisierte Vorrichtung wird der 
Körper der Vorrichtung typischerweise eine Länge 
von etwa 1 bis 20 cm und eine Breite von etwa 1 bis 
10 cm und eine Höhe von etwa 0,1 bis 2 cm haben. 
Obwohl dies auf eine rechteckige Form hinweist, wird 
einfach zu erkennen sein, dass die Vorrichtung der 
Erfindung in einer Anzahl von Formen abhängig von 
den speziellen Bedürfnissen ausgeführt werden 
kann. Außerdem werden diese Dimensionen typi-
scherweise abhängig von der Anzahl der durch Vor-
richtung durchzuführenden Operationen, der Kom-
plexität der Operationen und dergleichen variieren. 
Infolgedessen sind diese Dimensionen als allgemei-
ne Angabe der Größe der Vorrichtung angegeben. 
Die Anzahl und die Größe der Reaktions-Kammern, 
die in der Vorrichtung enthalten sind, wird auch ab-

hängig von der spezifischen Anwendung, für die die 
Vorrichtung benutzt werden soll, variieren. Allgemein 
wird die Vorrichtung wenigstens zwei separate Reak-
tions-Kammern haben, vorzugsweise wenigstens 
drei, vier oder fünf verschiedene Reaktions-Kam-
mern, die alle innerhalb eines einziges Körpers inte-
griert sind. Die individuellen Reaktions-Kammern 
werden in Größe und Form auch gemäß ihrer spezi-
fischen Funktion variieren. Zum Beispiel können in ei-
nigen Fällen kreisförmige Reaktions-Kammern ein-
gesetzt werden. Alternativ können längliche Reakti-
ons-Kammern verwendet werden. Im Allgemeinen 
werden die Reaktions-Kammern jedoch von etwa 
0,05 bis etwa 20 mm in der Breite oder im Durchmes-
ser, vorzugsweise von etwa 0,1 oder 0,5 bis etwa 20 
mm in Breite oder Durchmesser, und etwa 0,05 bis 
etwa 5 mm tief, vorzugsweise 0,05 bis etwa 1 mm tief 
sein. Bei länglichen Kammern wird die Länge typi-
scherweise innerhalb derselben Bereiche variieren. 
Flüssigkeitskanäle unterscheiden sich auf der ande-
ren Seite typischerweise von Kammern darin, dass 
sie kleinere Dimensionen relativ zu Kammern haben 
und werden typischerweise eine Breite im Bereich 
von 10 bis 1,000 μm, vorzugsweise 100 bis 500 μm 
haben und eine Tiefe von 1 bis 500 μm. Obwohl die 
Beschreibung ausdrücklich Reaktions-Kammern be-
trifft, wird zu erkennen sein, dass diese Kammern 
eine Anzahl von verschiedenen Funktionen ausfüh-
ren können, z.B. als Speicher-Kammern, Inkubati-
ons-Kammern, Misch-Kammern und dergleichen.

[0093] In einigen Fällen kann eine separate Kam-
mer oder separate Kammern als volumetrische Kam-
mern verwendet werden, z.B. um Flüssigkeitsvolumi-
na zur Einführung in eine nachfolgende Reakti-
ons-Kammer präzise abzumessen. In solchen Fällen 
wird das Volumen der Kammer durch den Volumen-
bedarf einer gegebenen Reaktion diktiert. Ferner 
kann die Vorrichtung so hergestellt werden, um einen 
Bereich von volumetrisehen Kammern mit verschie-
denen, aber bekannten Volumina oder Volumenver-
hältnissen (z.B. in Vergleich zu einer Reaktions-Kam-
mer oder anderen volumetrisehen Kammern) zu ha-
ben.

[0094] Wie oben beschrieben kann der Körper der 
Vorrichtung hergestellt werden, indem eine oder 
mehrere aus einer Vielzahl von Verfahren und Mate-
rialien angewendet werden, die für Mikrofertigungs-
techniken geeignet sind. Zum Beispiel kann in bevor-
zugten Aspekten der Körper der Vorrichtung eine An-
zahl von ebenen Teilen aufweisen, die individuelle 
Spritzgussteile sind, die aus einer Vielzahl von Poly-
mermaterialien hergestellt sind, oder aus Silicium, 
Glas oder dergleichen bestehen. Im Fall von Substra-
ten aus Siliciumdioxid, Glas oder Silicium können 
Verfahren zum Ätzen, Fräsen, Bohren etc. angewen-
det werden, um Ausnehmungen und Vertiefungen zu 
erzeugen, die die verschiedenen Reaktions-Kam-
mern und Flüssigkeitskanäle innerhalb der Vorrich-
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tung bilden. Mikrofertigungstechniken wie sie regel-
mäßig in der Halbleiter und Mikroelektronikindustrie 
angewendet werden, sind besonders für diese Mate-
rialien und Verfahren geeignet. Diese Techniken um-
fassen z.B. die elektrolytische Abscheidung, Dampf-
abscheidung bei niedrigem Druck, Photolithographie, 
chemisches Nass-Ätzen, reaktives Ionenätzen (RIE), 
Laser-Bohren und dergleichen. Wenn diese Verfah-
ren angewendet werden, wird es im Allgemeinen 
wünschenswert sein, die ebenen Teile der Vorrich-
tung aus Materialien herzustellen, die denen in der 
Halbleiterindustrie verwendeten ähnlich sind, d.h. Si-
liciumdioxid-, Silicium-, Galliumarsenid-, Polyi-
mid-Substrate. US-Patent Nr. 5,252,294 von Kroy et 
al. berichtet über die Fertigung eines Geräts mit einer 
Vielzahl von Vertiefungen zur Handhabung von Pro-
ben auf Siliciumbasis für biotechnologische Anwen-
dungen.

[0095] Photolithographische Verfahren zum Ätzen 
von Substraten sind besonders gut für die Mikroferti-
gung dieser Substrate geeignet und sind in der Tech-
nik gut bekannt. Zum Beispiel kann die erste Schicht 
des Substrats mit einem Photowiderstand über-
schichtet werden. Eine elektromagnetische Strah-
lungsquelle kann dann durch eine photolithographi-
sche Maske strahlen, um den Photowiderstand in ei-
nem Muster zu belichten, das das Muster der Kam-
mern und/oder Kanäle auf der Oberfläche der Schicht 
wiederspiegelt. Nach Entfernen des belichteten Pho-
towiderstands kann das belichtete Substrat geätzt 
werden, um die gewünschten Vertiefungen und Ka-
näle zu erzeugen. Im Allgemeinen bevorzugte Photo-
widerstände enthalten diejenigen, die in großem Um-
fang in der Halbleiterindustrie verwendet werden. 
Solche Materialien umfassen Polymethacrylat (PM-
MA) und dessen Derivate und Elektronenstrahlwider-
stände wie Polyolefin-Sulfone und dergleichen (voll-
ständiger diskutiert beispielsweise in Ghandi, "VLSI 
Frabrication Principles", Wiley (1983), Kapitel 10).

[0096] Beispielsweise bilden die in die Oberfläche 
des einen ebenen Teils eingearbeiteten Vertiefungen 
die verschiedenen Reaktions-Kammern der Vorrich-
tung.. Die in die Oberfläche dieses oder eines ande-
ren ebenen Teils eingearbeiteten Kanäle bilden die 
Flüssigkeitskanäle, die dazu verwendet werden, um 
die verschiedenen Reaktions-Kammern zum Durch-
fluss zu verbinden. Ein anderes ebenes Teil wird 
dann über das erste gelegt und damit verbunden, wo-
durch die Vertiefungen in dem ersten ebenen Teil 
Hohlräume innerhalb des Körpers der Vorrichtung 
definieren, wobei die Hohlräume die verschiedenen 
Reaktions-Kammern der Vorrichtung sind. In ähnli-
cher Weise bilden die Flüssigkeitskanäle, die in die 
Oberfläche des einen ebenen Teils eingearbeitet 
sind, wenn letzteres mit einem zweiten ebenen Teil 
bedeckt ist, Flüssigkeitsdurchgänge durch den Kör-
per der Vorrichtung. Diese ebenen Teile werden mit-
einander verbunden oder laminiert, um einen flüssig-

keitsdichten Vorrichtungskörper zu schaffen. Das 
Verbinden der ebenen Teile der Vorrichtung kann im 
Allgemeinen unter Verwendung einer Vielzahl von in 
der Technik bekannten Verfahren durchgeführt wer-
den, wobei die Verfahren abhängig von den verwen-
deten Materialien variieren können. Zum Beispiel 
können im Allgemeinen Klebstoffe verwendet wer-
den, um die ebenen Teile miteinander zu verbinden. 
In Fällen, in denen die ebenen Teile beispielsweise 
aus Glas, Silicium oder Kombinationen daraus beste-
hen, können thermisches Verbinden, anodische/elek-
trostatische Verfahren oder Silicium-Schmelzverbin-
dungsverfahren angewendet werden. Für Teile aus 
Polymermaterial kann ebenfalls eine Vielzahl von 
Verfahren eingesetzt werden, um die Substratteile 
miteinander zu verbinden, z.B. Erwärmung mit 
Druck, Verbinden auf Lösungsmittelbasis. Im Allge-
meinen sind akustische Schweißtechniken bevor-
zugt. In einem anderen Aspekt können Klebebänder 
eingesetzt werden als ein Element der Vorrichtung, 
die eine dünne Wand der Strukturen aus Reakti-
ons-Kammern und Kanälen bilden.

[0097] Obwohl die oben beschriebenen Verfahren 
vornehmlich in Bezug auf die Herstellung eines voll-
ständig integrierten Körpers der Vorrichtung be-
schrieben wurden, können die Verfahren auch zur 
Fertigung von individuellen einzelnen Komponenten 
der Vorrichtung angewendet werden, die später zu 
dem Körper der Vorrichtung zusammengebaut wer-
den.

[0098] In zusätzlichen Ausführungsformen kann der 
Körper eine Kombination von Materialien und der 
oben beschriebenen Fertigungstechniken umfassen. 
In einigen Fällen kann der Körper einige Teile aus 
Spritzgusskunststoff und dergleichen enthalten, wäh-
rend andere Bereiche des Körpers geätztes Silicium-
dioxid oder ebene Siliciumteile und dergleichen auf-
weisen können. Zum Beispiel können Spritzguss-
techniken verwendet werden, um eine Anzahl von 
diskreten Hohlräumen in einer ebenen Oberfläche zu 
bilden, die die verschiedenen Reaktions-Kammern 
definieren, während weitere Komponenten, z.B. Flüs-
sigkeitskanäle, Arrays, etc. auf einem ebenen Glas, 
Siliciumdioxid oder Siliciumchip oder Substrat gefer-
tigt werden können. Die Übereinanderschichtung ei-
nes Satzes von Teilen mit dem anderen wird dann zur 
Bildung der verschiedenen Reaktions-Kammern füh-
ren, die durch geeignete Flüssigkeitskanäle verbun-
den sind.

[0099] In besonders bevorzugten Ausführungsfor-
men ist der Körper der Vorrichtung aus wenigstens 
einem Spritzguss-, Druckguss-Polymerteil oder ei-
nem bearbeiteten Polymerteil hergestellt, das ein 
oder mehrere Vertiefungen oder Ausnehmungen in 
seiner Oberfläche gefertigt hat, um die Mehrzahl von 
Wänden der Reaktions-Kammer oder Reakti-
ons-Kammern zu definieren. Gussformen oder Guss-
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formflächen zur Herstellung dieser Spritzgussteile 
können im Allgemeinen unter Verwendung Verfahren 
hergestellt werden, die hierin für beispielsweise Sili-
ciumformen beschriebenen sind. Beispiele für geeig-
nete Polymermaterialien für den Spritzguss oder Be-
arbeitung umfassen Polycarbonat, Polystyrol, Poly-
propylen, Polyethylen, Acryl und kommerziellen Poly-
mere wie Kapton, Valox, Teflon, ABS, Delrin und der-
gleichen. Ein zweites Teil, das von ähnlicher ebener 
Form ist, wird mit der Oberfläche des Polymerteils zu-
sammengeführt, um die übrige Wand der Reakti-
ons-Kammern) zu definieren. Die veröffentlichte 
PCT-Anmeldung Nr. 95/33846 beschreibt eine Vor-
richtung, die dazu verwendet wird, um individuelle 
Oligonukleotid-Arrays zu verpacken. Die Vorrichtung 
umfasst eine Hybridisierungskammer, die innerhalb 
eines ebenen Körpers angeordnet ist. Die Kammer 
ist mit einem Einlassanschluss und einem Auslass-
anschluss über Durchflusskanäle in dem Vorrich-
tungskörper zum Durchfluss verbunden. Der Körper 
enthält eine Mehrzahl von ebenen Spritzgussteilen, 
die zusammengefügt sind, um den Vorrichtungskör-
per zu bilden, und die die Durchflusskanäle und die 
Hybridisierungs-Kammer definieren.

[0100] Die Oberflächen der Flüssigkeitskanäle und 
der Reaktions-Kammern, die mit den Proben und Re-
agenzien in Berührung kommen, können auch modi-
fiziert sein, um die gewünschte Reaktion zu unterstüt-
zen. Die Oberflächen können stärker hydrophobisch 
oder stärker hydrophil, abhängig von der bestimmten 
Anwendung, gemacht werden. Alternativ können die 
Oberflächen mit einer Anzahl von Materialien be-
schichtet werden, um das Gesamtsystem mit den 
ausgeführten Reaktionen besser verträglich zu ma-
chen. Zum Beispiel kann es im Fall von Nukleinsäu-
renanalysen wünschenswert sein, die Oberflächen 
beispielsweise mit Teflon oder einer anderen Anti-
haftbeschichtung zu beschichten, um die Adhäsion 
von Nukleinsäuren an der Oberfläche zu verhindern. 
Außerdem können Isolationsbeschichtungen in sol-
chen Fällen wünschenswert sein, in denen elektri-
sche Leiter in Kontakt mit Flüssigkeiten platziert sind, 
um Kurzschlüsse zu vermeiden oder übermäßige 
Gasbildung aus Elektrolyse. Solche Isolatoren kön-
nen die in der Technik wohl bekannten umfassen, 
beispielsweise Siliciumoxid, Keramik oder derglei-
chen. Weitere Oberflächenbehandlungen werden un-
ten genauer beschrieben.

[0101] Fig. 2A und Fig. 2B zeigt eine schematische 
Darstellung einer Ausführung einer Reaktions-Kam-
mer zum Einbau in die Vorrichtung der Erfindung. Die 
Reaktions-Kammer weist ein bearbeitetes oder 
Spritzguss-Polymerteil 102 auf, das eine in seiner 
Oberfläche erzeugte Vertiefung 104 hat, die durch 
Bearbeitung oder Gießen erzeugt ist. Diese Vertie-
fung kann an dem der Vertiefungsöffnung gegenü-
berliegendem Ende geschlossen sein, ie in Fig. 2A
gezeigt, oder optional mit einer weiteren Öffnung 118

zum Vorsehen einer Lüftung versehen sein, wie in 
Fig. 2B gezeigt.

[0102] Die Reaktions-Kammer ist auch mit zusätzli-
chen Elementen versehen, um eine Flüssigkeitspro-
be in die Reaktions-Kammer hinein und heraus zu 
transportieren. Diese Elemente umfassen einen oder 
mehrere Flüssigkeitskanäle (122 und 110 in Fig. 2A
und B), die die Reaktions-Kammer mit einem Ein-
lass/Auslass-Anschluss für die Gesamtvorrichtung, 
weiteren Reaktions-Kammern, Speicher-Kammern 
oder einer oder mehreren Analyse-Kammern verbin-
den.

[0103] Ein zweites Teil 124, typischerweise mit ebe-
ner Struktur, wird mit dem Polymerteil zusammenge-
fügt, um einen Verschluss für die Reaktions-Kammer 
zu bilden. Dieses zweite Teil kann die Flüssigkeitska-
näle enthalten wie in Fig. 2A und Fig. 2B gezeigt, 
oder kann einfach nur eine weitere Wand für die Flüs-
sigkeitskanäle definieren, die in der Oberfläche des 
ersten Polymerteils (nicht gezeigt) gebildet sind. Ty-
pischerweise weist das zweite Teil eine Reihe von 
Flüssigkeitskanälen hergestellt in einer seiner Ober-
flächen auf, um die Reaktions-Kammer mit einem 
Einlassanschluss der Gesamtvorrichtung oder mit ei-
ner anderen Reaktions- oder Analyse-Kammer zum 
Durchfluss zu verbinden. Wiederum kann das zweite 
Polymerteil durch Spritzguss- oder Bearbeitungs-
techniken hergestellt sein. Alternativ kann dieses 
zweite Teil aus einer Vielzahl anderer Materialien her-
gestellt sein, einschließlich Glas, Siliciumdioxid, Sili-
cium oder andere kristalline Substrate. Mikroferti-
gungstechniken, die für diese Substrate geeignet 
sind, sind in der Technik gut bekannt und oben be-
schrieben.

[0104] In einer ersten bevorzugten Ausführungs-
form ist die Reaktionskammer ohne Einlass/Aus-
lass-Ventilstruktur vorgesehen, wie in Fig. 2A ge-
zeigt. Für diese Ausführungsformen können die Flu-
idkanäle 122 in der Oberfläche des zweiten Teils vor-
gesehen sein, das mit der Oberfläche des Polymer-
teils zusammengesetzt wird, so dass durch das Zu-
sammensetzen des zweiten Teils und des ersten Po-
lymerteils der Fluidkanal 122 fluidmäßig mit der Re-
aktionskammer 104 verbunden wird.

[0105] Alternativ kann die Reaktions-Kammer in ei-
ner bevorzugten Ausführungsform mit einer Ein-
lass/Auslass-Ventilstruktur zum Abdichten der Reak-
tions-Kammer, um eine Flüssigkeitsprobe darin zu-
rückzuhalten, versehen sein. Ein Beispiel einer sol-
chen Ventilstruktur ist in Fig. 2B gezeigt. Insbeson-
dere kann das mit dem Polymerteil zusammengefüg-
te zweite Teil 124 eine Mehrzahl verbundener ebener 
Teile aufweisen, wobei ein erstes ebenes Teil 106 mit 
dem ersten Polymerteil 102 zusammengefügt ist, um 
eine Wand der Reaktions-Kammer zu definieren. Das 
erste ebene Teil 106 hat eine hindurchgehende Öff-
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nung 108, die einen Einlass zu der Reaktions-Kam-
mer definiert. Dieses erste ebene Teil umfasst auch 
einen Flüssigkeitskanal 110, der in die Oberfläche 
geätzt ist, die der mit dem ersten Polymerteil 102 zu-
sammengefügten Oberfläche gegenüberliegt. Der 
Flüssigkeitskanal endet angrenzend an, aber nicht 
innerhalb des Einlasses 108 der Reaktions-Kammer. 
Das erste ebene Teil wird im Allgemeinen aus ir-
gendeinem der oben beschriebenen Materialien her-
gestellt, unter Verwendung der oben beschriebenen 
Verfahren. Ein zweites ebenes Teil 112 ist mit dem 
ersten verbunden und weist ein Membranventil 114
auf, dass sich über den Einlass 108 erstreckt und mit 
dem Flüssigkeitskanal 110 überlappt, so dass eine 
Wölbung der Membran zu einem Zwischenraum zwi-
schen dem ersten und zweiten ebenen Teil führt, wo-
durch eine Strömungsverbindung zwischen der Re-
aktions-Kammer 104 und dem Flüssigkeitskanal 110
durch den Einlass 108 erzeugt wird. Die Wölbung des 
Membranventils kann durch eine Vielzahl von Verfah-
rensweisen bewirkt werden, zum Beispiel Anwenden 
eines Unterdrucks, Anwenden von elektromagneti-
schen und/oder piezoelektrischen Stellgliedern, die 
mit dem Membranventil verbunden sind, und derglei-
chen. Um eine auswölbbare Membran zu ermögli-
chen, wird das zweite ebene Teil typischerweise we-
nigstens teilweise aus einem flexiblen Material her-
gestellt, beispielsweise Silicium, Silikon, Latex, 
Mylar, Polyimid, Teflon oder andere flexible Polyme-
re. Wie die Reaktions-Kammern und Durchflusska-
näle sind auch diese Membranen im Miniaturgrößen-
maßstab. Insbesondere werden die in der Vorrich-
tung verwendeten Ventil- und Pumpmenbranen in ei-
nem Größenbereich liegen, der von der Größe der 
Kammer oder des Flüssigkeitsdurchgangs abhängt, 
mit dem sie zum Durchfluss verbunden sind. Im All-
gemeinen werden diese Membranen in einem Grö-
ßenbereich von etwa 0,5 bis etwa 5 mm für Ventil-
membranen und von etwa 1 bis etwa 2 0 mm Durch-
messer für Pumpmembranen liegen. Wie in Fig. 2, 
enthält das zweite Teil 124 ein zusätzliches ebenes 
Teil 116 mit einer Öffnung 126 zur Anwendung von 
Druck oder Unterdruck zur Aufwölbung des Ventils 
114.

[0106] In Fällen, in denen an einer bestimmten Ana-
lyse beteiligte Reagenzien nicht mit den zur Herstel-
lung der Vorrichtung verwendeten Materialien, bei-
spielsweise Silicium oder Glas oder Polymerteile, 
verträglich sind, kann eine Vielzahl von Beschichtun-
gen auf die Oberflächen dieser Teile, die in Kontakt 
mit diesen Reagenzien kommen, aufgeblacht wer-
den. Zum Beispiel können Komponenten, die Silici-
umelemente haben, mit einer Siliciumnitridschicht 
beschichtet werden, oder eine metallische Schicht, 
beispielsweise aus Gold oder Nickel, kann durch 
Sputtern oder durch Galvanisieren auf die Oberflä-
che aufgebracht werden, um die nachteiligen Reakti-
onen mit diesen Reagenzien zu vermeiden. In ähnli-
cher Weise können inerte Polymerbeschichtungen, 

z.B. aus Teflon und dergleichen, Pyralin-BeSchich-
tungen oder Oberflächensilanmodifizierungen auf die 
inneren Oberflächen der Kammern und/oder Kanäle 
aufgebracht werden.

[0107] Die Reaktions-/Speicher-Kammer 104, die in 
Fig. 2B gezeigt ist, ist auch mit einer optionalen Lüf-
tung 118 zum Ablassen von in der Kammer vorhan-
denen Gas, das, wenn die Flüssigkeit eingeführt wird, 
verdrängt wird. In bevorzugten Aspekten kann diese 
Lüftung mit einer gasdurchlässigen Flüssigkeitssper-
re 120 versehen sein, die den Durchgang von Gas er-
laubt, ohne den Durchgang von Flüssigkeit zuzulas-
sen, z.B. ein schwer benetzbarer Filterstopfen. Zur 
Verwendung als schwer benetzbare Filterstopfen ist 
eine Reihe von Materialien geeignet, einschließlich 
beispielsweise porösen, hydrophoben Polymermate-
rialien, wie etwa gesponnene Fasern aus Acryl, Poly-
carbonat, Teflon, gepresste Polypropylenfasern oder 
irgendeiner aus einer Anzahl kommerziell verfügba-
rer Filterstopfen (Atnerican Filtrona Corp., Richmond, 
VA, Gelman Science usw.). Alternativ kann eine hy-
drophobe Membran über einem Loch angebracht 
weiden, um eine ähnliche Struktur zu liefern. Modifi-
zierte Acryl-Copolymer-Membranen sind kommerzi-
ell erhältlich beispielsweise von Gelman Science 
(Ann Arbor, MI), und teilchenspurgeätzte Polycarbo-
natmembranen sind von Poretics, Inc. (Livermore, 
CA) erhältlich. Lüftungen für geheizte Kammern kön-
nen Sperren gegen die Verdampfung der Probe bein-
halten, z.B., eine Rückfluss-Kammer oder eine Mine-
ralölschicht, die in der Kammer und über der oberen 
Oberfläche der Probe angeordnet ist, um die Ent-
wicklung von Gas zuzulassen, während übermäßige 
Verdampfung von Flüssigkeit aus der Probe verhin-
dert wird.

[0108] Wie hierin beschrieben kann die Gesamtge-
ometrie der Vorrichtung der Erfindung eine Anzahl 
von Formen annehmen. Zum Beispiel kann die Vor-
richtung eine Mehrzahl von Reaktions-Kammern, 
Speicher-Kammern und Analyse-Kammern enthal-
ten, die in Reihe zueinander angeordnet sind, wo-
durch eine Fluidprobe aufeinanderfolgend seriell 
durch die Kammern bewegt wird und die jeweiligen 
Operationen in diesen Kammern ausgeführt werden. 
Alternativ kann die Vorrichtung kann einen zentralen 
Flüssigkeitsver-teilungskanal oder eine zentrale 
Flüssigkeitsverteilungs-Kammer beinhalten, um die 
die verschiedenen Reaktions-/Speicher-/Analy-
se-Kammern angeordnet sind, die in Strömungsver-
bindung mit dem zentralen Kanal oder der zentralen 
Kammer verbunden sind, wobei der zentrale Kanal 
oder die zentrale Kammer als Leitung oder Knoten-
punkt für die Weiterverteilung der Probe an die ver-
schiedenen Kammern wirkt.

[0109] Ein Beispiel der seriellen Geometrie der Vor-
richtung ist in Fig. 3 gezeigt. Insbesondere enthält 
die dargestellte Vorrichtung eine Vielzahl von Reakti-
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ons-/Speicher-/Analyse-Kammern zum Ausführen ei-
ner Anzahl von den oben beschriebenen Operatio-
nen, wobei die Kammern in Reihe zum Durchfluss 
verbunden sind.

[0110] Die schematische Darstellung der Vorrich-
tung in Fig. 3 zeigt eine Vorrichtung, die mehrere Re-
aktions-Kammern aufweist, die in einer seriellen Ge-
ometrie angeordnet sind. Insbesondere umfasst der 
Körper der Vorrichtung 200 die Reaktions-Kammern 
202, 206, 210, 214 und 218. Diese Kammern sind 
durch Flüssigkeitskanäle 208, 212 und 216 zum 
Durchfluss in Reihe verbunden.

[0111] Bei der Ausführung der oben angedeuteten, 
verschiedenen Operationen, sind jeder dieser Reak-
tions-Kammern eine oder mehrere verschiedene 
Funktionen zugeordnet. Zum Beispiel kann die Reak-
tions-Kammer 202 eine Proben-Sammel-Kammer 
sein, die zur Aufnahme einer flüssigen Probe ange-
passt ist, d.h. einer Zellen enthaltenden Probe. Zum 
Beispiel kann diese Kammer eine Öffnung zum Äu-
ßeren der Vorrichtung haben, die zur Aufnahme der 
Probe angepasst ist. Die Öffnung enthält typischer-
weise einen abdichtbaren Verschluss, um ein Ausle-
cken der Probe zu verhindern, z.B. ein Ventil, ein 
Rückschlagventil, oder ein Septum, durch die die 
Probe eingeführt oder injiziert wird., In einigen Aus-
führungsformen kann der Apparat eine hypodermi-
sche Nadel oder eine andere Probenleitung enthal-
ten, die in den Vorrichtungskörper integriert ist und in 
Durchflussverbindung mit der Proben-Sammel-Kam-
mer steht, um die Probe von einem Wirtstier, einem 
Patienten, einem Probenfläschchen oder einem Pro-
benröhrchen oder einem anderen Ursprung der Pro-
be zu der Proben-Sammel-Kammer zu leiten.

[0112] Außerdem kann die Proben-Sammel-Kam-
mer darin angeordnet ein Reagenz oder Reagenzien 
für die Stabilisierung der Probe für eine längere Spei-
cherung enthalten, wie oben beschrieben. Alternativ 
können die Reagenzien in einer Reagenzspeich-
ei-Kammer angrenzend an und in Strömungsverbin-
dung mit der Proben-Sammel-Kammer platziert sein.

[0113] Die Proben-Sammel-Kammer ist über einen 
ersten Flüssigkeitskanal 204 mit einer zweiten Reak-
tions-Kammer 206 verbunden, in der die Extraktion 
der Nukleinsäuren aus den Zellen in der Probe aus-
geführt wird. Dies ist besonders für Analyse-Operati-
onen geeignet, die in Fällen auszuführen sind, in de-
nen die Proben ganze Zellen enthalten. Die Extrakti-
ons-Kammer ist typischerweise mit der Proben-Sam-
mel-Kammer verbunden; in einigen Fällen kann die 
Extraktions-Kammer jedoch in die Proben-Sam-
mel-Kammer integriert sein und als ein Bereich der 
Proben-Sammel-Kammez vorliegen. Wie zuvor be-
schrieben kann die Extraktions-Kammer physikali-
sche oder chemische Mittel zum Extrahieren der Nu-
kleinsäuren aus Zellen enthalten. Die Extrakti-

ons-Kammer ist über einen zweiten Flüssigkeitskanal 
208 in Strömungsverbindung mit der dritten Reakti-
ons-Kammer 210 verbunden, in der die Amplifizie-
rung der aus der Probe extrahierten Nukleinsäuren 
durchgeführt wird. Der Amplifizierungsprozess be-
ginnt, wenn die Probe in die Amplifizierungs-Kammer 
eingeführt wird. Wie zuvor beschrieben können Amp-
lifizierungsreagenzien von außen eingeführt werden 
oder können vorzugsweise in der Reaktions-Kammer 
vorab eingelagert sein. Jedoch können diese Rea-
genzien in alternativen Ausführungsformen aus einer 
optionalen angrenzenden Reagenzien-Kammer in 
die Amplifizierungs-Kammer oder aus einer externen 
Quelle durch eine abdichtbare Öffnung in die Amplifi-
zierungs-Kammer eingeführt werden.

[0114] Für PCR-Amplifizierungsverfahren werden 
Denaturierungs- und Hybridisierungszyklen vorzugs-
weise durch wiederholtes Erwärmen und Kühlen der 
Probe durchgeführt. Demgemäß werden Amplifizie-
rungs-Kammern auf PCR-Basis typischerweise eine 
Temperaturregeleinrichtung zum Erwärmen der Re-
aktion enthalten, um die thermischen Zyklen auszu-
führen. Beispielsweise kann ein Heizelement oder 
ein Temperaturregelblock angrenzend an die äußere 
Oberfläche der Amplifizierungs-Kammer angeordnet 
sein, um dadurch Wärme in die Amplifizierungs-Kam-
mer zu übertragen. In diesem Fall enthalten bevor-
zugte Vorrichtungen eine dünne Außenwand für sol-
che Kammern, in denen eine thermische Regelung 
gewünscht ist. Diese dünne Wand kann ein dünnes 
Deckelement, z.B.. ein Polycarbonat-Blatt oder ein 
Hochtemperaturband, d.h. Silikonklebstoff auf Kap-
ton-Band (kommerziell erhältlich beispielsweise 
durch 3M Corporation). Über PCR-Vorrichtungen im 
Mikro-Maßstab wurde zuvor berichtet. Beispielswei-
se berichtet die veröffentlichte PCT-Anmeldung WO 
94/05414 von Northrup und White über eine miniatu-
risierte Reaktions-Kammer zur Verwendung als 
PCR-Kammer, die Mikroheizungen, beispielsweise 
Widerstandsheizungen, enthält. Das hohe Wandflä-
chen-zu-Volumen-Verhältnis der Kammer ermöglicht 
eine sehr schnelle Erwärmung und Abkühlung der 
darin befindlichen Reagenzien. In ähnlicher Weise 
diskutiert auch US-Patent 5,304,487 von Wilding et 
al. die Verwendung einer mikrogefertigten PCR-Vor-
richtung.

[0115] In bevorzugten Ausführungsformen enthält 
die Amplifizierungs-Kammer eine regelbare Heizung, 
die innerhalb oder angrenzend an die Amplifizie-
rungs-Kammer angeordnet ist, um die thermischen 
Zyklen der Probe zu durchlaufen. Das Durchlaufen 
der thermischen Zyklen wird durch Variieren des der 
Heizung zugeführten Stroms durchgeführt, um die für 
eine bestimmte Stufe der Reaktion erwünschte Tem-
peratur zu erreichen. Alternativ kann das Durchlau-
fen der thermischen Zyklen für die PCR-Reaktion er-
reicht werden, indem die flüssige Probe durch eine 
Anzahl von verschiedenen Reaktions-Kammern oder 
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-Regionen der gleichen Reaktions-Kammer geleitet 
wird, die verschiedene, aber konstante Temperaturen 
haben, oder indem die Probe durch einen Serpenti-
nenkanal geleitet wird, der durch eine Anzahl von Zo-
nen variierender Temperatur verläuft. Alternativ kann 
Wärme zugeführt werden, indem die Amplifizie-
rungs-Kammer einem Laser oder anderem Licht oder 
einer anderen elektromagnetischen Strahlungsquelle 
ausgesetzt wird.

[0116] Die Amplifizierungs-Kammer ist in Strö-
mungsverbindung über einen Flüssigkeitskanal, bei-
spielsweise Flüssigkeitskanal 212, mit einer zusätzli-
chen Reaktions-Kammer 214 verbunden, die zusätz-
liche präparative Operationen ausführen kann, wie 
z.B. Markieren oder Fragmentieren.

[0117] Ein vierter Flüssigkeitskanal 216 verbindet 
die Markierungs- oder Fragmentierungs-Kammer mit 
einer Analyse-Kammer 218. Wie dargestellt enthält 
die Analyse-Kammer ein Oligonukleotid-Array 220 an 
der Bodenfläche der Kammer. Die Analyse-Kammer 
218 kann optional oder zusätzlich eine Mikrokapil-
lar-Elektrophorese-Vorrichtung 226 und zusätzliche 
präparative Reaktions-Kammern aufweisen, bei-
spielsweise 224 zum Ausführen von beispielsweise 
Extensionsreaktionen, die in Strömungsverbindung 
mit beispielsweise Kammer 210 sind. Die Analy-
se-Kammer hat typischerweise wenigstens eine 
Oberfläche als transparentes Fenster zur Beobach-
tung oder Abtastung der speziell ausgeführten Analy-
se.

[0118] Fig. 4A-C illustrieren eine Ausführungsform 
einer Mikrokapillar-Elektrophorese-Vorrichtung,. In 
dieser Ausführungsform wird die zu analysierende 
Probe in ein Probenreservoir 402 eingeführt. Das 
Probenreservoir kann eine separate Kammer sein 
oder nur ein Teilbereich des Flüssigkeitskanals, der 
aus einer vorhergehenden Reaktions-Kammer 
kommt. Die Reservoirs 404, 406 und 414 sind mit 
Probe/Laufpuffer gefüllt. Fig. 4A illustriert das Einfül-
len der Probe durch Stopfeneinfüllung, wobei die Pro-
be über den Schnittpunkt des Einfüllkanals 416 und 
des Kapillarkanals 412 durch Anwendung eines elek-
trischen Stromes über das Pufferreservoir 406 und 
das Probenreservoir 402 gezogen wird. In alternati-
ven Ausführungsformen wird die Probe "seriell" ein-
gefüllt, indem ein elektrischer Strom über das Pro-
benreservoir 402 und das Abfallreservoir 414 ange-
wendet wird, wie in Fig. 4B gezeigt. Folgend auf die 
Füllung der Probe wird eine elektrisches Feld über 
das Pufferreservoir 404 und das Aballreservoir 414
angelegt, was die Elektrophorese der Probe durch 
den Kapillarkanal 412 zur Folge hat. Der Betriebsmo-
dus für die Probe ist in Fig. 4C gezeigt. Obwohl in 
den Fig. 4A-C nur eine einzelne Kapillare gezeigt ist, 
kann die Vorrichtung der vorliegenden Erfindung typi-
scherweise mehr als eine Kapillare aufweisen und 
kann typischerweise eine Array von vier oder mehr 

Kapillaren umfassen, die parallel laufen. Die Herstel-
lung der Mikrokapillar-Elektrophorese-Vorrichtung 
kann allgemein unter Anwendung der hierin be-
schriebenen Verfahren und wie beispielsweise von 
Woolley und Mathies, Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 
91:11348-11352 (1994) beschrieben, durchgeführt 
werden. Typischerweise ist jede Kapillare zum 
Durchfluss mit einer separaten Extensions-Reakti-
ons-Kammer zum Einbau eines verschiedenen Di-
desoxynukleotids verbunden.

[0119] Eine alternative Ausgestaltung der Reakti-
ons-Kammern innerhalb der Vorrichtung der Erfin-
dung umfasst, wie oben bemerkt, eine zentralisierte 
Geometrie mit einer zentralen Kammer zum Sam-
meln und Verteilen einer flüssigen Probe auf eine An-
zahl von separaten Reaktions-/Speicher-/Analy-
se-Kammern, die um die zentrale Kammer herum an-
geordnet und mit dieser durchflussmäßig verbunden 
sind. Ein Beispiel dieser zentralisierten Geometrie ist 
in Fig. 5 gezeigt. Bei der bestimmten dargestellten 
Vorrichtung wird eine flüssige Probe in die Vorrich-
tung durch den Probeneinlass 502 eingeführt, der ty-
pischerweise durchflussmäßig mit einer Pro-
ben-Sammel-Kammer 504 verbunden ist. Die flüssi-
ge Probe wird dann zu einer zentralen Kammer 508
über einen Flüssigkeitskanal 506 transportiert. So-
bald sie sich in der zentralen Kammer befindet, kann 
die Probe zu irgendeiner aus einer Anzahl von Reak-
tions-/Speicher-/Analyse-Kammern (510, 512, 514) 
transportiert werden, die um die zentrale Kammer he-
rum angeordnet sind und durchflussmäßig mit der 
zentralen Kammer verbunden sind. Wie dargestellt 
enthält jede Reaktions-Kammer 510, 512 und 514
eine Membran 516, 518 und 520, wie in Fig. 2B ge-
zeigt, zum Öffnen und Schließen der Strömungsver-
bindung zwischen der zentralen Kammer 508 und der 
Reaktions-Kammer. Weitere Reaktions-Kammern 
können strömungsmäßig mit der zentralen Kammer 
verbunden werden oder können alternativ mit einer 
der oben beschriebenen Reaktions-Kammern ver-
bunden werden.

[0120] In bestimmten Aspekten kann die zentrale 
Kammer eine zweifache Funktion sowohl als Knoten-
punkt als auch als Pump-Kammer haben. Insbeson-
dere kann diese zentrale Pump-Kammer durchfluss-
mäßig mit einer oder mehreren zusätzlichen Reakti-
ons-Kammern und/oder Speicher-Kammern und ei-
ner oder mehreren Analyse-Kammern verbunden 
sein. Die zentrale Pump-Kammer wirkt wiederum als 
ein Knotenpunkt für die verschiedenen durch die Vor-
richtung insgesamt auszuführenden Operationen, 
wie oben beschrieben. Diese Ausführungsform bietet 
den Vorteil einer einzigen Pump-Kammer zur Liefe-
rung einer Probe zu zahlreichen Operationen, wie 
auch die Möglichkeit, in einfacher Weise zusätzliche 
Probenvorbereitungs-Operationen in die Vorrichtung 
durch Öffnen eines anderen Ventils bei der zentralen 
Pump-Kammer aufnehmen zu können. Insbesondere 
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kann die zentrale Kammer 508 eine Membranpumpe 
als eine Oberfläche der Kammer enthalten, und hat in 
bevorzugten Aspekten eine Verdrängung von 0, 
wenn die Membran nicht ausgelenkt (gewölbt) ist. Die 
Membranpumpe wird im Allgemeinen ähnlich der 
oben für die Reaktions-Kammer beschriebenen Ven-
tilstruktur sein. Zum Beispiel wird die Membranpum-
pe im Allgemeinen aus einem aus einer Vielzahl von 
flexiblen Materialien hergestellt sein, z.B. Silicium, 
Latex, Teflon, Mylar und dergleichen. In besonders 
bevorzugten Ausführungsformen ist das Material der 
Membranpumpe Silicium.

[0121] Mit Bezugnahme auf beide Fig. 5A und 
Fig. 5B, ist die zentrale Kammer 508 zum Durchfluss 
mit der Proben-Sammel-Kammer über den Flüssig-
keitskanal 506 verbunden. Das Ende des Flüssig-
keitskanals 506 an der Proben-Sammel-Kammer 
enthält eine Membranpumpe 524, um den Flüssig-
keitsdurchfluss zu stoppen. Eine flüssige Probe wird 
typischerweise durch eine abdichtbare Öffnung 502
im Körper der Vorrichtung, z.B. ein Ventil oder ein 
Septum, in die Proben-Sammel-Kammer eingeführt. 
Zusätzlich kann die Sammel-Kammer 504 eine Lüf-
tung aufweisen, um die Verdrängung von Gas oder 
Flüssigkeit während der Einführung der Probe zu er-
lauben.

[0122] Sobald die Probe in die Proben-Sam-
mel-Kammer eingeführt ist, kann sie durch den Be-
trieb der Pumpmembran 526 in die zentrale 
Pump-Kammer 508 gezogen werden. Speziell öffnet 
das Proben-Kammer-Ventil 524 den Flüssigkeitska-
nal 506. Nachfolgendes Ziehen oder Auslenken der 
Pumpmembran 526 erzeugt einen Unterdruck inner-
halb der Pump-Kammer 508, wodurch die Proben 
durch den Flüssigkeitskanal 506 in die zentrale Kam-
mer gesogen wird. Nachfolgendes Schließen des 
Proben-Kammer-Ventils 524 und die Entspannung 
der Pumpmembran 526 erzeugen einen Überdruck 
innerhalb der Pump-Kammer 508, der dazu verwen-
det kann, um die Probe zu weiteren Kammern in der 
Vorrichtung zu befördern. Wenn es beispielsweise er-
wünscht ist, der Probe spezifische Reagenzien zuzu-
setzen, können diese Reagenzien in flüssiger oder 
fester Form innerhalb einer benachbarten Spei-
cher-Kammer 510 bereitgehalten weiden. Das Öff-
nen des Ventils 516 öffnet den Durchflusskanal 528, 
was auf die Entspannung der Membranpumpe hin die 
Förderung der Probe in die Speicher-Kammer 510 er-
laubt. Die Operation der Pump-Kammer kann weiter 
dazu eingesetzt werden, um Reagenzien zu mi-
schen, indem das Proben/Reagenz-Gemisch wieder-
holt in die Speicher-Kammer gedrückt und wieder he-
rausgezogen wird. Das hat den zusätzlichen Vorteil, 
dass die Notwendigkeit, zusätzliche Mischkompo-
nenten innerhalb der Vorrichtung vorzusehen, ent-
fällt. Zusätzliche Kammer/Ventil/Flüssigkeitska-
nal-Strukturen können in Durchflussverbindung mit 
der Pump-Kammer 508 nach Bedarf vorgesehen 

sein, um Reagenz-Speicher-Kammern, zusätzliche 
Reaktions-Kammern oder zusätzliche Analyse-Kam-
mern bereitzustellen. Fig. 5A illustriert eine zusätzli-
che Reaktions-/Speicher-Kammer 514 und ein Ventil 
520, die über den Durchflusskanal 530 in Durchfluss-
verbindung mit der Pump-Kammer 508 sind. Dies 
wird typischerweise abhängig von der Art der zu ana-
lysierenden Probe, der auszuführenden Analyse und 
der gewünschten Probenvorbereitungs-Operation 
variieren. Folgend auf jegliche Probenvorberei-
tungs-Operation erlaubt das Öffnen des Ventils 520
und das Schließen anderer Ventile zu der 
Pump-Kammer die Förderung der Probe durch die 
Fluidkanäle 530 und 532 zu der Reaktions-Kammer 
514, die eine analytische Einrichtung, wie etwa ein 
Oligonukleotid-Array zur Bestimmung der Hybridisie-
rung von Nukleinsäuren in der Probe an dem Array, 
oder eine Mikrokapillar-Elektrophorese-Einrichtung 
zur Ausführung einer Größen-basierten Analyse der 
Probe enthalten kann.

[0123] Der Transport von Flüssigkeit innerhalb der 
Vorrichtung der Erfindung kann durch eine Anzahl 
von verschiedenen Verfahren ausgeführt werden. 
Zum Beispiel kann Flüssigkeitstransport durch die 
Anwendung von Druckdifferenzen bereitgestellt ent-
weder durch externe oder interne Quellen bewirkt 
werden. Alternativ können interne Pumpelemente, 
die in die Vorrichtung eingebaut sind, dazu verwendet 
werden, um Flüssigkeitsproben durch die Vorrichtung 
zu transportieren. In einer ersten Ausführungsform 
werden flüssige Proben aus einer Reaktions-/Spei-
cher-/Analyse-Kammer über Flüssigkeitskanäle zu 
einer anderen Kammer durch Anwenden einer Über-
druckdifferenz von der ursprünglichen Kammer aus, 
die die Kammer ist, aus der die Probe herauszutrans-
portieren ist, zu der empfangenden Kammer bewegt, 
die die Kammer ist, in die die flüssige Probe zu trans-
portieren ist. Um die Druckdifferenzen anwenden zu 
können, sind die Reaktions-Kammern der Vorrich-
tung typischerweise mit Druckeinlässen versehen, 
die die Reaktions-Kammer mit der Druckquelle (für 
Überdruck oder Unterdruck) verbinden. Zur Vereinfa-
chung der Diskussion wird die Anwendung eines Un-
terdrucks, d.h. auf die empfangende Kammer, hierin 
allgemein beschrieben. Bei der Lektüre der vorlie-
genden Offenbarung wird ein Fachmann jedoch er-
kennen, dass die Anwendung eines Überdrucks, d.h. 
auf die Ausgangskammer, mit kleinen Modifikatio-
nen, die im Folgenden, wenn sie auftreten, illustriert 
werden, ebenso effektiv ist.

[0124] In einem Verfahren kann die Anwendung der 
Druckdifferenz auf eine bestimmte Reaktions-Kam-
mer ausgeführt werden, indem der Druck in der emp-
fangenden Kammer selektiv erniedrigt wird. Die se-
lektive Erniedrigung des Drucks in einer bestimmten 
empfangenden Kammer kann durch eine Vielzahl 
von Methoden ausgeführt werden. Zum Beispiel 
kann der Druckeinlass für die Reaktions-Kammern 
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mit einer steuerbaren Ventilstruktur ausgerüstet sein, 
die selektiv betrieben werden kann, um zu der Druck-
quelle geöffnet zu werden. Die Einwirkung der Druck-
quelle auf die Proben-Kammer zwingt die Probe dann 
in die nächste Reaktions-Kammer, die auf einem 
niedrigeren Druck ist,

[0125] Typischerweise wird die Vorrichtung einen 
Druck/Unterdruck-Verteiler zum Richten der externen 
Unterdruckquelle auf die verschiedenen Reakti-
ons-/Speicher-/Analyse-Kammern aufweisen. Ein 
besonders elegantes Beispiel eines bevorzugten Un-
terdruck-Verteilers ist in Fig. 6A, Fig. 6B und Fig. 6C
illustriert. Der Unterdruck-/Druck-Verteiler erzeugt 
eine abgestufte Druckdifferenz zwischen jedem Paar 
von verbundenen Reaktions-Kammern. Nimmt man 
z.B. an, dass der Umgebungsdruck mit einem Wert 
von 1 definiert ist, so wird auf ein Unterdruck auf die 
erste Reaktions-Kammer angewendet, der als 1-3x 
geschrieben werden kann, wobei x ein Druckdiffe-
renzschritt ist. Ein Unterdruck von 1-2x wird auf die 
zweite Reaktions-Kammer in der Reihe angewendet, 
und ein Unterdruck von 1-x wird auf die dritte Reakti-
ons-Kammer angewendet. Daher ist die erste Reak-
tions-Kammer auf dem niedrigsten Druck und die drit-
te auf dem höchsten, wobei die zweite auf einem Zwi-
schenniveau ist. Alle Kammern sind jedoch unterhalb 
des Umgebungsdruckes, z.B. Atmosphärendruck. 
Die Probe wird in die erste Reaktions-Kammer durch 
die Druckdifferenz zwischen dem Umgebungsdruck 
(1) und dem auf die Reaktions-Kammer angewende-
ten Unterdruck (1-3x) in die erste Reaktions-Kammer 
gezogen, wobei die Druckdifferenz –3x ist. Aufgrund 
der Druckdifferenz zwischen der ersten und der zwei-
ten Reaktions-Kammer (1-3x gegenüber 1-2x) be-
wegt sich die Probe nicht in die zweite Reakti-
ons-Kammer. Nach Abschluss der in der ersten Re-
aktions-Kammer durchgeführten Operation wird der 
Unterdruck in der ersten Reaktions-Kammer abge-
baut, was der ersten Reaktions-Kammer erlaubt, den 
Umgebungsdruck, z.B. 1, anzunehmen. Die Probe 
wird dann aus der ersten Kammer in die zweite Kam-
mer aufgrund der Druckdifferenz zwischen dem Um-
gebungsdruck der ersten Reaktions-Kammer und 
dem Unterdruck der zweiten Kammer, z.B. 1 gegen-
über 1-2x, gesogen. Wenn die in der zweiten Reakti-
ons-Kammer durchzuführende Operation abge-
schlossen ist, wird in ähnlicher Weise der Unterdruck 
in dieser Kammer abgebaut und die Probe bewegt 
sich zu der dritten Reaktions-Kammer.

[0126] Eine schematische Darstellung einer pneu-
matischen Verteilergestaltung zur Ausführung dieses 
Druckdifferenz-Flüssigkeit stransportsystems ist in 
Fig. 6A gezeigt. Der pneumatische Verteiler umfasst 
eine Unterdruckquelle 602, die an einen Unterdruck-
hauptkanal 604 angeschlossen ist. Der Unterdruck-
hauptkanal ist mit abzweigenden Kanälen 606, 608
und 610 verbunden, die wiederum mit den Reakti-
ons-Kammern 612, 614 und 616 verbunden sind, wo-

bei die Reaktions-Kammern in Reihe durchflussmä-
ßig verbunden sind. Die erste Reaktions-Kammer 
616 in der Reihe enthält typischerweise einen Pro-
beneinlass 640, der typischerweise einen abdichtba-
ren Verschluss umfasst, um die flüssige Probe zu-
rückzuhalten und den Druck innerhalb der Reakti-
ons-Kammer aufrechtzuerhalten. Jeder abzweigen-
de Kanal ist mit einem oder mehreren Strömungswi-
derständen 618 und 620 versehen, die in den ab-
zweigenden Kanal eingebaut sind. Diese Strömungs-
widerstände führen zu einer Umwandlung des 
Drucks aus der Druck-/Unterdruck-Quelle, d.h. einen 
Reduktionsschritt des Gasdruckes oder Unterdru-
ckes, der über dem Widerstand angelegt ist. Strö-
mungswiderstände können eine Vielzahl von ver-
schiedenen Strukturen einsetzen. Zum Beispiel führt 
eine Verengung des Durchmessers oder der Quer-
schnittsfläche eines Kanals typischerweise zu einem 
Strömungswiderstand durch den Kanal,. In ähnlicher 
Weise führt ein Stopfen innerhalb des Kanals, der 
eine oder mehrere hindurchgehende Öffnungen hat, 
die im Effekt den Kanal verengen, durch den der 
Druck angewendet wird, zu einem Strömungswider-
stand, wobei der Widerstand abhängig von der An-
zahl und/oder Größe der Öffnungen in dem Stopfen 
variiert werden kann. Zusätzlich kann der Stopfen 
aus einem porösen Material hergestellt sein, das ei-
nen Strömungswiderstand durch den Stopfen verur-
sacht, wobei der Widerstand abhängig von der Poro-
sität des Materials und/oder der Anzahl der verwen-
deten Stopfen variiert werden kann. Variationen in 
der Kanallänge können auch zum Variieren des Strö-
mungswiderstandes eingesetzt werden.

[0127] Jeder abzweigende Kanal ist typischerweise 
an einem Druckknoten 622 über Druckeinlässe 624
mit der Reaktions-Kammer verbunden. Die Druckein-
lässe 624 sind typischerweise mit schwer benetzba-
ren Filterstopfen 626 versehen, um zu verhindern, 
dass im Fall von Verfahren auf Unterdruckbasis Pro-
be in den pneumatischen Verteiler gezogen wird. 
Schwer benetzbare Filterstopfen können im Allge-
meinen aus einer Vielzahl von Materialien hergestellt 
werden, die in der Technik bekannt sind und die oben 
beschrieben sind. Jeder abzweigende Kanal ist mit 
einem Belüftungskanal 628 verbunden, der über eine 
Belüftung 630 dem Umgebungsdruck gegenüber ge-
öffnet ist. Ein differentieller Strömungswiderstand 
632 ist in den Belüftungskanal 628 eingebaut. Der 
Strömungswiderstand, der durch den Strömungswi-
derstand 632 geliefert wird, wird kleiner als der Strö-
mungswiderstand sein, der durch den Strömungswi-
derstand 634 erzeugt wird, welcher kleiner als der 
Strömungswiderstand sein wird, der durch den Strö-
mungswiderstand 636 erzeugt wird. Wie oben be-
schrieben kann dieser differentielle Strömungswider-
stand erhalten werden, indem der Durchmesser des 
Belüftungskanals, die Anzahl von Kanälen, die in ei-
nem einzelnen Belüftungskanal enthalten sind, die 
Kanallänge variiert werden oder ein Stopfen im Belüf-
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tungskanal vorgesehen wird, der eine variierende 
Anzahl von hindurchgehenden Öffnungen aufweist.

[0128] Die variierenden Strömungswiderstände für 
jeden Belüftungskanal führen zu einem variierten Ni-
veau von Unterdruck, das auf jede Reaktions-Kam-
mer angewendet wird, wobei, wie oben beschrieben, 
die Reaktions-Kammer 616 einen Druck von 1-3x, die 
Reaktions-Kammer 614 einen Druck von 1-2x und 
die Reaktions-Kammer 612 einen Druck von 1-x ha-
ben kann. Der Druck einer gegebenen Reakti-
ons-Kammer kann auf Umgebungsdruck angehoben 
werden, was erlaubt, dass die Probe in die nachfol-
gende Kammer gesogen wird, indem die Kammer ge-
genüber dem Umgebungsdruck geöffnet wird. Dies 
wird typischerweise durch Vorsehen einer abdichtba-
ren Öffnung 638 zum Umgebungsdruck in dem ab-
zweigenden Kanal erreicht. Diese abdichtbare Öff-
nung kann eine steuerbare Ventilstruktur oder alter-
nativ eine Berstmembran sein, die zu einem ge-
wünschten Zeitpunkt durchstochen werden kann, um 
es der betreffenden Reaktions-Kammer zu ermögli-
chen, Umgebungsdruck anzunehmen, was es er-
möglicht, dass die Probe in die nachfolgende Kam-
mer gesogen wird. Das Durchstechen der Berstmem-
bran kann ausgeführt werden, indem Solenoid-betä-
tigte Stifte vorgesehen werden, die innerhalb der Vor-
richtung oder in der Basiseinheit der Vorrichtung ein-
gebaut sind (was genauer unten beschrieben wird). 
In einigen Fällen kann es wünschenswert sein, einen 
Rückfluss aus einer vorhergehenden oder nachfol-
genden Reaktions-Kammer, die sich auf einem höhe-
ren Druck befindet, zu verhindern. Dies kann erreicht 
werden, indem die Flüssigkeitskanäle zwischen den 
Reaktions-Kammern 644 mit in einer Richtung wirk-
samen Rückschlagventilen versehen werden. Bei-
spiele von in einer Richtung wirksamen Ventilstruktu-
ren umfassen Kugel-Sitz-Strukturen, Klappenventile, 
Entenschnabel-Rückschlagventile, gleitende Ventil-
strukturen und dergleichen.

[0129] Eine graphische Illustration der Druckprofile 
zwischen den drei Reaktions-Kammern, die einen 
pneumatischen Verteiler auf Unterdruckbasis einset-
zen, ist in Fig. 6C gezeigt. Die durchgezogene Linie 
deutet den Anfangsdruck jeder Reaktions-Kammer 
/jedes Druckknotens an. Die gepunktete Linie deutet 
das Druckprofil während des Betriebs an. Das Durch-
stechen einer Berstmembran führt zu einem Anstieg 
des Drucks der Reaktions-Kammer auf Umgebungs-
druck, was dazu führt, dass ein Druckgefälle zwi-
schen der betreffenden Kammer und der nachfolgen-
den Kammer erzeugt wird. Dieses Druckgefälle saugt 
die Probe aus der ersten Reaktions-Kammer in die 
nachfolgende Reaktions-Kammer.

[0130] In einem ähnlichen Aspekt kann eine Über-
druckquelle auf die Ursprungs-Kammer einwirken, 
um die Probe in die nachfolgenden Kammern zu drü-
cken. Ein pneumatischer Druckverteiler, der in dieser 

Hinsicht einsetzbar ist, ist in Fig. 6B gezeigt. In die-
sem Aspekt liefert eine Druckquelle 646 einen Über-
druck an den Hauptkanal 604. Bevor eine Probe in 
die erste Reaktions-Kammer eingeführt wird, wird 
das steuerbare Ventil 648 geöffnet, um den Druck 
aus der Druckquelle abzulassen und um zu ermögli-
chen, dass die erste Reaktions-Kammer 650 in der 
Reihe auf Umgebungsdruck für die Einführung der 
Probe bleibt. Wieder umfasst die erste Kammer in der 
Reihe typischerweise einen Probeneinlass 640, der 
einen abdichtbaren Verschluss 642 hat. Nachdem 
die Probe in die erste Reaktions-Kammer 650 einge-
führt ist, wird das steuerbare Ventil 648 geschlossen, 
was das System auf Druck bringt. Geeignete steuer-
bare Ventile umfassen eine Anzahl von verschiede-
nen kommerziell erhältlichen Solenoid-Ventilen und 
dergleichen. In dieser Anwendung wird jede nachfol-
gende Kammer auf einem schrittweise höheren 
Druck gehalten, indem geeignete Strömungswider-
stände und Lüftungen, wie oben beschrieben, vor-
handen sind. Ein Basisdruck wird an dem Ursprungs-
druckknoten 652 angelegt. Wenn es gewünscht ist, 
die Probe in die zweite Kammer 654 zu befördern, 
wird die abdichtbare Öffnung 656 dem Umgebungs-
druck gegenüber geöffnet. Dies ermöglicht es, dass 
die zweite Kammer 654 auf Umgebungsdruck 
kommt, was es ermöglicht, dass der auf den Ur-
sprungsdruckknoten 652 angewendete Druck die 
Probe in die zweite Kammer 654 drückt. Mithin wird, 
wie oben illustriert, die erste Reaktions-Kammer 650
auf einem Druck von 1+x gehalten, indem dieser 
Druck an dem Ursprungsdruckknoten 652 angewen-
det wird. Die zweite Reaktions-Kammer 656 wird auf 
einem Druck von 1+2x gehalten, und die dritte Reak-
tions-Kammer 658 wird auf einem Druck von 1+3x 
gehalten. Das Öffnen des abdichtbaren Ventils 656
führt zu einem Abfall des Drucks in der zweiten Re-
aktions-Kammer 654 auf 1 (oder Umgebungsdruck). 
Die Druckdifferenz zwischen der ersten und der zwei-
ten Reaktions-Kammer, x, drückt die Probe aus der 
ersten Reaktions-Kammer in die zweite Reakti-
ons-Kammer und schließlich in die dritte. Zwischen 
dem Druckknoten 662 und dem abdichtbaren Ventil 
656 ist ein Strömungswiderstand 660 vorgesehen, 
um zu verhindern, dass der überschüssige Druck ent-
weicht, wenn das abdichtbare Ventil 656 geöffnet 
wird. Dies erlaubt es, dass das System einen Über-
druck hinter der Probe aufrechterhält, um sie in die 
nachfolgenden Kammern zu drücken.

[0131] Unter einem verwandten Gesichtspunkt 
kann eine steuerbare Druckquelle auf den Ur-
sprungsreaktionsbehälter angewendet werden, um 
eine Probe durch die Vorrichtung zu drücken. Die 
Druckquelle wird intervallweise angewendet, je nach 
Bedarf zur Bewegung der Probe von Kammer zu 
Kammer. Eine Vielzahl von Vorrichtungen kann beim 
Anwenden von intervallweisem Druck auf die Ur-
sprungs-Reaktion-Kammer eingesetzt werden, z.B. 
eine Spritze oder eine Verdrängerpumpe oder der-
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gleichen. Alternativ kann bei dem Größenmaßstab 
der Vorrichtung auch einfach eine thermopneumati-
sche Pumpe eingesetzt werden. Ein Beispiel für eine 
solche Pumpe enthält typischerweise ein Heizele-
ment, z.B. eine kleine Widerstandsheizung, die in ei-
ner Druck-Kammer angeordnet ist. Ferner ist in der 
Kammer eine Menge einer Flüssigkeit mit steuerba-
rem Dampfdruck enthalten, z.B. Fluorkohlenwasser-
stoffe, erhältlich von 3M Corp. Diese Flüssigkeiten 
sind mit einem weiten Bereich von verfügbaren 
Dampfdrücken kommerziell erhältlich. Der Anstieg 
des Drucks führt zu einer Bewegung der Probe von 
einer Reaktions-Kammer zur nächsten. Wenn die 
Probe die nachfolgende Reaktions-Kammer erreicht, 
wird die Temperatur in der Druck-Kammer reduziert.

[0132] Die Einbeziehung von gasdurchlässigen 
Flüssigkeitssperren, z.B. von schwer benetzbaren 
Filterstopfen oder hydrophoben Membranen, in diese 
Vorrichtungen ermöglicht ein Flüssigkeitslenkungs-
und Steuersystem zum Bewegen von Flüssigkeiten 
innerhalb der Vorrichtung ohne Sensoren. Zum Bei-
spiel ermöglichen, wie oben beschrieben, solche Fil-
terstopfen, die an dem Ende der Reaktions-Kammer 
gegenüber einem Flüssigkeitseinlass eingebaut sind, 
dass Luft oder anderes in der Reaktions-Kammer 
vorhandenes Gas während der Einführung der Flüs-
sigkeitskomponente in die Kammer herausgedrückt 
wird. Beim Füllen der Kammer kommt die flüssige 
Probe in Kontakt mit dem hydrophoben Stopfen, was 
mithin den Flüssigkeitsnettofluss stoppt. Strömungs-
widerstände können, wie zuvor beschrieben, auch 
als gasdurchlässige Flüssigkeitssperren eingesetzt 
werden, um das gleiche Ergebnis zu erzielen, z.B. 
durch Anwendung von Flüssigkeitsdurchgängen, die 
ausreichend eng sind, um einen übermäßigen Strö-
mungswiderstand zu bewirken, wodurch die Flüssig-
keitsströmung effekt gestoppt oder verzögert wird, 
während Luft oder Gasfluss möglich ist. Das Aussto-
ßen der Flüssigkeit aus der Kammer bedingt dann die 
Anwendung eines Überdrucks an der verstopften Be-
lüftung. Dies ermöglicht Kammern, die ohne Ventil 
am Eingang gefüllt werden können, d.h. um die Flüs-
sigkeitsströmung in die Kammer zu steuern. In den 
meisten Fällen wird jedoch ein einzelnes Ventil am 
Kammereinlass eingesetzt, um die Zurückhaltung 
der flüssigen Probe innerhalb der Kammer sicherzu-
stellen oder um einen Mechanismus bereitzustellen, 
um eine flüssige Probe in eine Kammer aus einer An-
zahl von Kammern, die an einem gemeinsamen Ka-
nal angeschlossen sind, zu lenken.

[0133] Eine schematische Darstellung einer Reakti-
ons-Kammer, die dieses System einsetzt, ist in 
Fig. 12A gezeigt. Kurz gesagt enthält die Reakti-
ons-Kammer 1202 einen Flüssigkeitseinlass 1204, 
der gegenüber einem Flüssigkeitsdurchgang 1206
durch ein Ventil 1208 abgedichtet ist. Typischerweise 
kann dieses Ventil, eine Vielzahl von Strukturen ein-
setzen, wie hierin beschrieben, ist aber vorzugsweise 

ein Ventil vom flexiblen Membrantyp, das pneuma-
tisch, magnetisch oder elektrisch verstellt werden 
kann. In bevorzugten Ausführungsformen werden die 
Ventile pneumatisch gesteuert, z.B. durch Anwenden 
eines Unterdrucks auf das Ventil, um die Membran 
weg von dem Ventilsitz zu verlagern, wodurch eine 
Öffnung in die angrenzenden Durchgänge erzeugt 
wird. An dem Ende gegenüber dem Einlass befindet 
sich eine Auslassbelüftung 1210, und über dieser 
Auslasslüftung ist eine hydrophobe Membran 1212
angeordnet.. Eine Anzahl von verschiedenen kom-
merziell erhältlichen hydrophoben Membranen kön-
nen wie hier beschrieben verwendet werden, ein-
schließlich z.B. Versapore 200 R Membranen, die 
von Gelman Sciences erhältlich sind. In die Reakti-
ons-Kammer eingeführte Flüssigkeit füllt die Kam-
mer, bis sie die Membran 1212 berührt. Das Schlie-
ßen des Ventils erlaubt dann die Durchführung von 
Reaktionen innerhalb der Reaktions-Kammer, ohne 
Elemente außerhalb der Kammer zu beeinflussen 
oder von diesen beeinflusst zu werden.

[0134] In einem anderen Beispiel können diese 
Stopfen oder Membranen dazu verwendet werden, 
Flüssigkeiten innerhalb der Vorrichtung zu entgasen 
oder Bläschen zu entfernen. Für die Zwecke der Ent-
gasung kann eine Kammer z.B. mit einer oder meh-
reren Lüftungen oder mit einer Wand ausgestattet 
sein, die vollständig oder im Wesentlichen durch eine 
hydrophobe Membran begrenzt wird, um den Durch-
gang von gelösten oder eingeschlossenen Gasen zu 
erlauben. Zusätzlich kann Unterdruck auf die externe 
Oberfläche der Membran angewendet werden, um 
Gase aus den Probenflüssigkeiten herauszuziehen. 
Aufgrund der kleinen Querschnittsdimensionen der 
Reaktions-Kammern und der Flüssigkeitsdurchgän-
ge, hat die Entfernung solcher Gase eine gesteigerte 
Wichtigkeit, da Bläschen die Flüssigkeitsströmung 
stören können und/oder zur Erzeugung von irregulä-
ren Daten führen können. Unter einem verwandten 
Gesichtspunkt können solche Membranen zur Ent-
fernung von Bläschen verwendet werden, die mit Ab-
sicht in die Vorrichtung eingeführt wurden, d.h. zu 
dem Zweck, zwei Flüssigkeiten zu mischen, die zuvor 
getrennt bleiben sollten. Zum Beispiel können diskre-
te Flüssigkeiten, z.B. Reagenzien, in einen einzelnen 
Kanal oder eine Bläschenentfernungs-Kammer ein-
geführt werden, die durch eine Gasblase getrennt 
sind, die ausreichend ist, um die Flüssigkeitssäulen 
zu trennen, aber die Flüssigkeitsströmung nicht un-
terbindet. Man kann diese Flüssigkeitssäulen dann 
entlang eines Kanals mit einer daran angeordneten 
Lüftung fließen lassen, wobei die Lüftung eine hydro-
phobe Membran enthält. Wenn die Flüssigkeitssäule 
an der Membran vorbei fließt, entweicht das Gas 
durch die Membran, wodurch die beiden Flüssigkei-
ten sich mischen. Eine schematische Darstellung ei-
ner solchen Blasenentfernungs-Kammer ist in 
Fig. 12B gezeigt.
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[0135] Fig. 12C zeigt eine schematische Darstel-
lung einer Vorrichtung, die ein Flüssigkeitsströ-
mungssystem einsetzt, das mit hydrophoben Memb-
ranen bedeckte Lüftungen zur Steuerung der Flüs-
sigkeitsströmung benutzt. Wie dargestellt hat die Vor-
richtung 1250 einen Hauptkanal 1252. Der Hauptka-
nal ist durchflussmäßig mit einer Reihe von separa-
ten Kammern 1254-1260 verbunden. Jede dieser 
Flüssigkeitsverbindungen mit dem Hauptkanal wird 
betrieben (geöffnet oder geschlossen) durch die Ein-
fügung eines separaten Ventils 1262-1268 an der 
Kreuzung dieser Flüssigkeitsverbindungen mit dem 
Hauptkanal. Ferner enthält jede der verschiedenen 
Kammern typischerweise einen Lüftungsanschluss 
1270-1276 zu der äußeren Umgebung, wobei die 
Lüftungsanschlüsse typischerweise durch eine hy-
drophobe oder schwer benetzbare Membran bedeckt 
sind. Die grundlegende Gestaltung dieses Systems 
spiegelt sich in der Prinzipdarstellung aus Fig. 5 wie-
der, sowie darin, dass sie ebenfalls eine zentrale Ver-
teilungs-Kammer oder -kanal einsetzt.

[0136] Beim Betrieb können Proben oder andere 
Flüssigkeiten in den Hauptkanal 1252 über einen 
Flüssigkeitseinlass 1278 oder 1280, die jeweils mit 
einem Ventil oder anderweitig abdichtbar sind, einge-
fühlt werden. Die Anwendung von Überdruck auf den 
Flüssigkeitseinlass, kombiniert mit der selektiven Öff-
nung des Elastomer-Ventils an der Durchflussverbin-
dung einer ausgewählten Kammer mit dem Hauptka-
nal zwingt die Flüssigkeit in diese Kammer, wobei 
Luft oder andere Gase durch den Lüftungsanschluss 
am Ende der ausgewählten Kammer ausgestoßen 
wird, bis die Lüftung in Kontakt mit der Flüssigkeit 
kommt, woraufhin die Flüssigkeitsströmung gestoppt 
wird. Das Ventil zu der ausgewählten Kammer kann 
dann in seine geschlossen Position zurückgestellt 
werden, um die Flüssigkeit innerhalb der Kammer ab-
zudichten. Wie oben beschrieben, kann die erforder-
liche Druckdifferenz, die für die Flüssigkeitsströmung 
benötigt wird, alternativ oder zusätzlich die Anwen-
dung eines Unterdrucks an dem Lüftungsanschluss 
beinhalten, zu dem die Flüssigkeit geleitet werden 
soll.

[0137] Als ein spezifisches Beispiel unter Einsatz 
der in Fig. 12C gezeigten Vorrichtung, wird eine Pro-
be, die in den Hauptkanal 1252 eingeführt ist, zu-
nächst in die Entgasungskammer 1254 durch Öffnen 
des Ventils 1262 und Anwenden eines Überdrucks 
am Einlassanschluss 1278 gedrückt. Sobald die 
Flüssigkeit die Entgasungs-Kammer gefüllt hat, kann 
das Ventil 1262 geschlossen werden. Die Entgasung 
der Flüssigkeit kann dann durch Anwenden eines Un-
terdrucks auf die Probe durch die hydrophobe Mem-
bran ausgeführt werden, die über den Lüftungsan-
schluss 1270 angeordnet ist. Die entgaste Probe 
kann dann aus der Entgasungs-Kammer 1254 in bei-
spielsweise die Reaktions-Kammer 1256 bewegt 
werden, indem die Ventile 1262 und 1264 geöffnet 

und ein Überdruck auf den Lüftungsanschluss 1270
der Entgasungs-Kammer angewendet wird. Die Flüs-
sigkeit wird dann aus der Entgasungs-Kammer 1254
durch den Hauptkanal 1252 in die Reaktions-Kam-
mer 1256 gezwungen. Wenn die Flüssigkeit die Re-
aktions-Kammer füllt, kommt sie in Kontakt mit der 
hydrophoben Membran, wodurch die Flüssigkeits-
strömung unterbrochen wird. Wie dargestellt enthält 
die Vorrichtung eine Volumen- oder Mess-Kammer 
1258 wie auch eine Speicher-Kammer 1260, die eine 
ähnliche Lüftung enthalten: die Lüftungsanschlussa-
nordnungen 1266:1274 und 1268:1276. Die Flüssig-
keit kann dann selektiv wie beschrieben in andere 
Kammern gelenkt werden.

[0138] Fig. 12D zeigt eine Draufsicht auf einen Be-
reich eines durch Spritzguss hergestellten Substrats 
zum Ausführen der Operationen, die schematisch in 
Fig. 12C illustriert sind. Wie dargestellt umfasst diese 
Vorrichtung Flüssigkeits-Einfüll-Kammern 1278a und 
1280a, die in Durchflussverbindung mit den Flüssig-
keitseinlässen 1278 und 1280 (nicht gezeigt) stehen. 
Diese Flüssigkeitseinlässe können typischerweise in 
den durch Spritzguss hergestellten Bereich eingear-
beitet werden, z.B. in die Einfüll-Kammer gebohrt 
werden, oder in ein darüber liegendes ebenes Teil 
(nicht gezeigt) eingearbeitet werden. Ebenfalls ent-
halten sind Reaktions-Kammern 1254, Entga-
sungs-Kammern 1256 und 1256a, Mess-Kammern 
1258, und Speicher-Kammern 1260. Jede dieser 
Kammern ist durchflussmäßig mit dem Hauptkanal 
1252 verbunden.

[0139] Eine Anzahl von durch die verschiedenen 
Reaktions-Kammern der Vorrichtung ausgeführten 
Operationen erfordern eine steuerbare Temperatur. 
Zum Beispiel muss zur PCR-Amplifizierung, wie oben 
beschrieben, die Probe zyklisch auf eine 
Strang-Trennungstemperatur, eine Annealing-Reak-
tionstemperatur und eine Extensions-Reaktionstem-
peratur gebracht werden. Eine Anzahl anderer Reak-
tionen, einschließlich Extensions-, Transkriptions und 
Hybridisierungsreaktionen werden im Allgemeinen 
auch bei optimierten gesteuerten Temperaturen 
durchgeführt. Die Temperatursteuerung innerhalb 
der Vorrichtung der Erfindung wird im Allgemeinen 
durch Dünnschicht-Widerstandsheizelemente durch-
geführt, die unter Verwendung im Stand der Technik 
wohl bekannten Verfahren hergestellt werden. Zum 
Beispiel können diese Heizelemente aus dünnen Me-
tallschichten hergestellt werden, die innerhalb oder-
angrenzend an eine Reaktions-Kammer unter Ver-
wendung wohl bekannter Verfahren aufgebracht wer-
den, z.B. Sputtern, gesteuerte Dampfabscheidung 
und dergleichen. Das Dünnschicht-Heizelement wird 
typischerweise elektrisch mit einer Energiequelle ver-
bunden, die einen Strom über das Heizelement lie-
fert. Die elektrischen Verbindungen werden ebenfalls 
unter Verwendung von Verfahren ähnlich wie denen 
für die Heizelemente beschriebenen hergestellt.
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[0140] Typischerweise werden die Heizelemente 
dazu in der Lage sein, Temperaturen oberhalb von 
100° zu erzeugen, ohne nachteilige Effekte als Er-
gebnis der Aufheizung zu erfahren. Beispiele für Wi-
derstandsheizelemente umfassen beispielsweise 
das Heizelement, das in der veröffentlichten PCT-An-
meldung WO 94/05414 beschrieben ist, laminierte 
Dünnschicht-NiCr/Polyimid/Kupfer-Heizelemente 
wie auch Graphit-Heizelemente. Diese Heizelemente 
können als eine Schicht auf einer Oberfläche einer 
Reaktions-Kammer vorgesehen sein, oder können 
als gegossene oder eingearbeitete Einsätze für den 
Einbau in die Reaktions-Kammern vorgesehen sein. 
Fig. 2B illustriert ein Beispiel einer Reaktions-Kam-
mer 104 mit einem Heizeinsatz 128, der darin ange-
ordnet ist. Das Widerstandsheizelement ist typischer-
weise elektrisch mit einer gesteuerten Energieversor-
gung verbunden, um einen Strom über das Heizele-
ment zu liefern. Die Steuerung der Energiequelle wird 
typischerweise durch einen geeignet programmmier-
ten Computer durchgeführt. Die oben beschriebenen 
Heizelemente können innerhalb der individuellen Re-
aktions-Kammern durch Ablagerung von Wider-
standsmetallschichten oder durch Einsätze innerhalb 
der Reaktions-Kammer eingebaut werden, oder kön-
nen alternativ an der Außenseite der Vorrichtung be-
nachbart der betreffenden Reaktions-Kammer vorge-
sehen werden, wodurch die Wärme aus dem Heize-
lement in die Reaktions-Kammer geleitet wird.

[0141] Temperatur-gesteuerte Reaktions-Kammern 
werden typischerweise auch einen Miniatuitempera-
tursensor zum Überwachen der Temperatur der 
Kammer und dadurch zum Steuern des Stroms durch 
das Heizelement enthalten. Eine große Vielzahl von 
Mikrosensoren stehen zum Bestimmen der Tempera-
tur zur Verfügung, einschließlich Thermoelemente 
mit einer Bimetallverbindung, die eine temperaturab-
hängige elektromotorische Kraft (EMF) erzeugt, Wi-
derstandsthermometer, die ein Material enthalten, 
das einen elektrischen Widerstand proportional zur 
Temperaturdes Materials hat, Thermistoren, IC-Tem-
peratursensoren, Quarzthermometer und derglei-
chen: siehe Hornwitz und Hill, The Art of Electronics, 
Cambridge, University Press 1994 (2. Auflage 1994). 
Eine Gestaltung von Heizelement und Sensor, die 
besonders für die Vorrichtung der vorliegenden Erfin-
dung geeignet ist, ist beispielsweise in US-Patentan-
meldung Seriennummer 08/535,875 eingereicht am 
28. September 1995 (WO-A-97 12063) beschrieben. 
Die Steuerung von Reaktionsparametern innerhalb 
der Reaktions-Kammer, z.B. der Temperatur, kann 
manuell vorgenommen werden, wird aber vorzugs-
weise über einen geeigneten Computer gesteuert. 
Insbesondere wird die durch einen Temperatursen-
sor gemessene Temperatur und die Eingabe für die 
Energieversorgung über eine Schnittstelle mit einem 
Computer verbunden, der dazu programmiert ist, die-
se Daten zu empfangen und aufzuzeichnen, z.B. 
über einen Analog-Digital/Digital-Analog (AD/DA) 

Wandler. Derselbe Computer wird typischerweise 
Programme enthalten, die Befehle für die Lieferung 
des richtigen Stroms zum Anheben oder Absenken 
der Temperatur der Reaktions-Kammer liefern. Zum 
Beispiel kann der Computer so programmmiert sein, 
die Reaktions-Kammer durch irgendeine Anzahl von 
vorgegebenen Zeit/Temperatur-Profilen zu führen, 
z.B. die thermische zyklische Führung für PCR und 
dergleichen. Bei der Größe der Vorrichtungen der Er-
findung wird die Kühlung der Reaktions-Kammern ty-
pischerweise durch Kontakt mit der Umgebungstem-
peratur ablaufen, es können jedoch wenn erwünscht 
zusätzliche Kühlelemente vorgesehen sein, z.B. 
Kühlmittelsysteme, Peltier-Kühlelemente, Wasserbä-
der etc.

[0142] Zusätzlich zu Flüssigkeitstransport- und 
Temperatursteuerungselementen können eine oder 
mehrere der Reaktions-Kammern der Vorrichtung 
eine Mischfunktion einbeziehen. Für eine Anzahl von 
Reaktions-Kammern kann das Mischen einfach 
durch Pumpen der Probe hin und zurück in und aus 
einer betreffenden Reaktions-Kammer durchgeführt 
werden. In einigen Fällen ist jedoch ein kontinuierli-
ches Mischen innerhalb einer einzelnen Reakti-
ons/Analyse-Kammer erwünscht, z.B. bei PCR-Amp-
lifizierungsreaktionen und Hybridisierungsreaktio-
nen. In bevorzugten Aspekten wird akustisches Mi-
schen angewendet, um die Probe innerhalb einer ge-
gebenen Reaktions-Kammer zu mischen. Insbeson-
dere wird eine PZT-Element (ein aus Blei, Zirkon und 
Titan enthaltender Keramik bestehendes Element) in 
Kontakt mit der größeren Oberfläche der Vorrichtung, 
benachbart der Reaktions-Kammer, wie in Fig. 7A
gezeigt, gebracht. Für eine Diskussion von PZT-Ele-
menten zur Verwendung von Methoden auf akusti-
scher Basis siehe Physical Acoustics, Principles and 
Methods, Band 1 (Mason ed., Academic Press 1965), 
und Piezoelectric Technology, Data for Engineers, er-
hältlich von Clevite Corp. Wie dargestellt berührt das 
PZT-Element 702 die äußere Oberfläche 704 der Hy-
bridisierungs-Kammer 706. Die Hybridisie-
rungs-Kammer enthält als eine innere Oberfläche ein 
Oligonukleotid-Array 708. Die Anwendung von Strom 
auf dieses Element erzeugt Schallschwingungen, die 
in die Reaktions-Kammer übertragen, woraufhin das 
Mischen der darin befindlichen Probe erfolgt. Die 
Schwingungen dieses Elements führen zu einer er-
heblichen Konvektion, die in der Reaktions-Kammer 
erzeugt wird. Ein in einer Mikro-Reaktions-Kammer, 
in der dieses Mischsystem angewendet wird, erzeug-
tes symmetrisches Mischmuster ist in Fig. 7 gezeigt.

[0143] Unvollständiger Kontakt (d.h. Verbindung) 
des Elements an der Vorrichtung kann zu einer un-
vollständigen Mischung einer Flüssigkeitsprobe füh-
ren. Infolgedessen wird das Element typischerweise 
eine Flüssigkeits- oder Gelschicht (nicht gezeigt) ha-
ben, die zwischen dem Element 702 und der äußeren 
Oberfläche der Vorrichtung 704 angeordnet ist, Z.B. 
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Wasser. Diese Flüssigkeitsschicht wird im Allgemei-
nen innerhalb einer Membran vorgesehen sein, z.B. 
einem Latex-Ballon, der eine Oberfläche in Kontakt 
mit der äußeren Oberfläche der Reaktions-Kammer 
und eine andere Oberfläche in Kontakt mit dem 
PZT-Element hat. Ein geeignet programmierter Com-
puter 714 kann verwendet werden, um die Anwen-
dung von Spannung auf das PZT-Element über einen 
Funktionsgenerator 712 und einen RF-Verstärker 
710 zu steuern, um die Geschwindigkeit und/oder 
den Zeitablauf des Mischens zu steuern. Nach alter-
nativen Gesichtspunkten kann das Mischen durch 
Einsatz von ferromagnetischen Elementen innerhalb 
der Vorrichtung ausgeführt werden, die durch Zufüh-
ren eines Wechselstroms zu einer Spule in Nachbar-
schaft der Vorrichtung in Schwingungen versetzt wer-
den. Der oszillierende Strom erzeugt ein oszillieren-
des Magnetfeld durch das Zentrum der Spule, das zu 
Schwingungsbewegungen und Drehungen der mag-
netischen Teilchen in der Vorrichtung führt, was die 
Mischung, entweder durch direkte Konvektion oder 
akustische Gleichströmung, zur Folge hat.

[0144] Zusätzlich zu den oben angegebenen Ele-
menten können die Vorrichtungen der vorliegenden 
Erfindung zusätzliche Komponenten zum Optimieren 
der Probenvorbereitung oder -analyse enthalten. 
Zum Beispiel kann eine elektrophoretische Kraft an-
gewendet werden, um Ziel-Moleküle in die Oberflä-
che des Arrays zu ziehen. Zum Beispiel können Elek-
troden auf der Oberfläche des Arrays oder auf der 
Oberfläche gegenüber dem Array angeordnet oder 
musterförmig aufgebracht werden. Die Anwendung 
eines geeigneten elektrischen Feldes wird die Ziele in 
der Lösung von dem Array entweder abstoßen oder 
sie dahin ziehen. Eine Vielzahl von ähnlichen Erwei-
terungen können vorgesehen sein, ohne vom Um-
fang der Erfindung abzuweichen.

[0145] Obwohl es oft wünschenswert sein kann, alle 
der oben beschriebenen Elemente innerhalb einer 
einzelnen Einweg-Einheit unterzubringen, werden 
die Kosten von einigen dieser Elemente und Materia-
lien, aus denen sie hergestellt sind, es wünschens-
wert machen, eine Einheit bereitzustellen, die we-
nigstens teilweise wiederverwendbar ist. Demgemäß
kann in einer besonders bevorzugten Ausführungs-
form eine Mehrzahl von Steuerelementen der Vor-
richtung, z.B. Temperatursteuerungselemente, 
Misch- und Flüssigkeitstransportelemente innerhalb 
einer wiederverwendbaren Basiseinheit bereitgestellt 
werden.

[0146] Zum Beispiel kann in einer besonders bevor-
zugten Ausführungsform der Reaktions-Kammerbe-
reich der Vorrichtung mit einer wiederverwendbaren 
Basiseinheit zusammengesetzt werden, die dazu an-
gepasst ist, die Vorrichtung aufzunehmen. Wie be-
schrieben kann die Basiseinheit ein oder mehrere 
Heizelemente zur Steuerung der Temperatur inner-

halb ausgewählter Reaktions-Kammern innerhalb 
der Vorrichtung aufweisen. In ähnlicher Weise kann 
die Basiseinheit Mischelemente, wie die hierin be-
schriebenen, wie auch Unterdruck- oder Druckquel-
len, um die Probe zu mischen und sie innerhalb der 
Vorrichtung zu transportieren, beinhalten.

[0147] Beispielsweise kann die Basiseinheit eine 
erste Oberfläche haben, auf der ein oder mehrere Wi-
derstandsheizelemente des oben beschriebenen 
Typs angeordnet sind. Die Heizelemente sind auf der 
Oberfläche der Basiseinheit so positioniert, dass, 
wenn die Reaktions-Kammer-Vorrichtung mit dieser 
Oberfläche zusammengesetzt, ist, die Heizelemente 
benachbart zu und vorzugsweise in Kontakt mit der 
Außenoberfläche der Vorrichtung in Nachbarschaft 
zu einer oder mehreren Reaktions-Kammern ge-
bracht wird, in denen die Temperatur Steuerung er-
wünscht ist. In ähnlicher Weise können ein oder meh-
rere Mischelemente, wie die oben beschriebenen 
akustischen Mischelemente, auch auf dieser Oberflä-
che der Basiseinheit angeordnet sein, wodurch, 
wenn sie mit der Reaktions-Kammer-Vorrichtung zu-
sammengesetzt ist, die Mischelemente in Kontakt mit 
der äußeren Oberfläche der Reaktions/Spei-
cher-/Analyse-Kammern sind, in denen ein solches 
Mischen erwünscht ist. Für diejenigen Reakti-
ons-Kammern, in denen sowohl Mischen als auch 
Heizen erwünscht ist, können gemischt angeordnete 
Heizelemente und Mischelemente auf der Oberflä-
che der Basiseinheit vorgesehen sein. Alternativ 
kann die Basiseinheit eine zweite Oberfläche haben, 
die die der ersten Oberfläche gegenüberliegende 
Oberfläche der Vorrichtung kontaktiert, um eine Hei-
zung auf eine äußere Oberfläche der Reakti-
ons-Kammer und Mischen auf eine andere einwirken 
zu lassen.

[0148] Zusammen mit den verschiedenen oben be-
schriebenen Elementen kann die Basiseinheit auch 
geeignete elektrische Verbindungen zur Verbindung 
der Heiz- und Mischelemente mit einer geeigneten 
Energieversorgung aufweisen. In ähnlicher Weise 
kann die Basiseinheit auch dazu verwendet werden, 
um die Reaktions-Kammer-Vorrichtung selbst mit ex-
ternen Energiequellen, Druck/Unter-druckquellen 
und dergleichen zu verbinden. Insbesondere kann 
die Basiseinheit Verteiler, Anschlüsse und elektrische 
Verbindungen bereitstellen, die in Aufnahmeverbin-
dungen oder Anschlüsse an der Vorrichtung einge-
steckt werden, um elektrische Energie, Druck oder 
Unterdruck für die verschiedenen Steuerelemente 
bereitzustellen, die im Inneren der Vorrichtung vor-
handen sind. Zum Beispiel kann das Aufsetzen der 
Vorrichtung auf die Basiseinheit eine Verbindung ei-
ner Druckquelle in der Basiseinheit zu einem Druck-
hauptverteiler herstellen, der in die Vorrichtung ein-
gearbeitet ist, wie oben beschrieben. In ähnlicher 
Weise kann die Basiseinheit elektrische Verbinder 
bereitstellen, die mit komplementären Verbindern an 
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der Vorrichtung in Verbindung treten, um elektrischen 
Strom für eine beliebige Anzahl von Operationen in-
nerhalb der Vorrichtung über die elektrischen Schal-
tungen, die in die Vorrichtung eingearbeitet sind, be-
reitzustellen. In ähnlicher Weise können auch geeig-
nete Verbindungen vorgesehen sein, um die ver-
schiedenen Operationen der Vorrichtung zu überwa-
chen, z.B. die Temperatur, den Druck und derglei-
chen.

[0149] Für diejenigen Ausführungsformen, die ei-
nen pneumatischen Verteiler zum Transport von 
Flüssigkeit einsetzen, der auf dem Durchstechen von 
Berstmembranen innerhalb der Membran beruht, um 
die Vorrichtung zu nachfolgenden Kammern zu be-
wegen, wird die Basiseinheit in typischen Fällen ei-
nen oder mehrere Solenoidgetragene Einstichstifte 
umfassen. Die Solenoid-getragenen Einstichstifte 
sind innerhalb von Aufnahmen angeordnet, die in die 
Oberfläche der Basiseinheit eingearbeitet sind, wo-
bei die Aufnahmen den Positionen der Berstmembra-
nen an der Vorrichtung entsprechen. Die Stifte wer-
den, wenn sie nicht in Funktion sind, unter der Ober-
fläche der Basiseinheit zurückgehalten. Die Aktivie-
rung des Solenoids stellt die Stifte über die Oberflä-
che der Basiseinheit hinaus aus, in und durch die 
Berstmembran.

[0150] Eine schematische Darstellung einer Aus-
führungsform einer Basiseinheit ist in Fig. 8 gezeigt. 
Wie in Fig. 8 gezeigt umfasst die Basiseinheit 800
eine Gehäusestruktur 802 mit einer Kopplungsober-
fläche 804. Die Gehäusestruktur nimmt verschiedene 
Elemente auf, die in der Basiseinheit untergebracht 
weiden sollen. Die Basiseinheit kann auch ein oder 
mehrere thermoelektrische Heiz-/Kühlelemente 806
enthalten, die innerhalb der Basiseinheit so angeord-
net sind, dass, wenn der die Reaktions-Kammern 
enthaltende Teil der Vorrichtung mit der Kopplungso-
berfläche der Basiseinheit zusammengefügt wird, die 
Reaktions-Kammern in Kontakt mit oder unmittelbar 
benachbart zu den Heizelementen sind. Für solche 
Ausführungsformen, die ein System auf Druckdiffe-
renzbasis zum Bewegen von Flüssigkeiten innerhalb 
der Vorrichtung einsetzen, wie oben beschrieben, 
kann die Basiseinheit typischerweise eine Druckquel-
le umfassen, die zu der Kopplungsoberfläche über 
den Druckquellenanschluss 810 geöffnet ist. Die Ba-
siseinheit kann typischerweise auch andere Elemen-
te dieser Systeme enthalten, wie beispielsweise 
durch Solenoid 812 betriebene Stifte 814 zum Durch-
stechen von Berstmembranen. Diese Stifte befinden 
sich typischerweise innerhalb von Aufnahmevertie-
fungen 816 in der Kopplungsoberfläche 804. Die Ba-
siseinheit wird typischerweise auch Montagestruktu-
ren an der Kopplungsoberfläche aufweisen, um die 
richtige Zusammenfügung des die Reaktions-Kam-
mern enthaltenden Teils der Vorrichtung mit der Ba-
siseinheit sicherzustellen. Solche Montagestrukturen 
umfassen im Allgemeinen Montagestifte oder -löcher 

(nicht gezeigt), die auf der Kopplungsoberfläche an-
geordnet sind und die komplementären Strukturen an 
dem die Reaktions-Kammern enthaltenden Teil der 
Vorrichtung entsprechen. Die Montagestifte können 
unterschiedliche Größenabmessungen haben 
und/oder verjüngt sein, um die richtige Zusammenfü-
gung des die Reaktions-Kammer enthaltenden Teils 
und der Basiseinheit in der richtigen Orientierung si-
cherzustellen. Alternativ kann die Basiseinheit so 
hergestellt sein, um eine Wanne zu haben, in die der 
die Reaktions-Kammern enthaltende Teil gesteckt 
wird, wobei die Wanne eine asymmetrische Form 
hat, die zu einer asymmetrischen Form des die Reak-
tions-Kammern enthaltenden Teils passt. Eine solche 
Gestaltung ähnelt denjenigen, die bei der Herstellung 
von Tonbandkassetten und -spielern verwendet wer-
den. Zusätzlich zu den oben beschriebenen Kompo-
nenten kann die Vorrichtung der vorliegenden Erfin-
dung eine Anzahl von anderen Komponenten enthal-
ten, um die Analysen weiter zu verbessern. Insbe-
sondere kann eine Anzahl von Operationen von Pro-
bentransport, Manipulation und -überwachung von 
Elementen ausgeführt werden, die sich außerhalb 
der Vorrichtung befinden. Diese Elemente können in-
nerhalb der oben beschriebenen Basiseinheit unter-
gebracht sein oder als weitere Zusatzteile zu der Vor-
richtung und/oder der Basiseinheit ausgeführt sein. 
Zum Beispiel können externe Pumpen oder Flüssig-
keitsströmungseinrichtungen dazu verwendet wer-
den, um die Probe durch die verschiedenen Operati-
onen der Vorrichtung zu bewegen und/oder um sie zu 
mischen, Temperatursteuerungen können extern zu 
der Vorrichtung angebracht werden, um die individu-
ellen Operationen zu optimieren, und Ventilsteuerun-
gen können extern betrieben werden, um die Strö-
mung der Probe zu lenken und zu steuern. In bevor-
zugten Ausführungsformen werden die verschiede-
nen Operationen jedoch in die Vorrichtung integriert 
sein. Daher kann die integrierte Vorrichtung der Erfin-
dung zusätzlich zu den oben beschriebenen Kompo-
nenten typischerweise eine Anzahl von zusätzlichen 
Komponenten zum Probentransport, zur Probenlen-
kung und -manipulation und dergleichen beinhalten. 
Im Allgemeinen wird dies eine Mehrzahl von Mikro-
pumpen, Ventilen, Mischern und Heizelementen um-
fassen.

[0151] Pumpeinrichtungen, die besonders gut ver-
wendbar sind, umfassen eine Vielzahl von Mikro-be-
arbeiteten Pumpen, über die im Stand der Technik 
berichtet wurde. Geeignete Pumpen können z.B. 
Pumpen umfassen, die eine gewölbte Membran ha-
ben, angetrieben durch eine piezoelektrische Säule 
und zwei Rückschlagventile, wie etwa die in US-Pa-
tent Nr. 5,277,556, 5,271,724 und 5,171,132 be-
schriebenen, oder angetrieben durch ein thermo-
pneumatisches Element, wie in US-Patent Nr. 
5,126,022 beschrieben, piezoelektrische peristalti-
sche Pumpen unter Verwendung von Vielfachmemb-
ranen in Reihe und dergleichen. Die veröffentlichte 
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PCT-Anmeldung WO 94/05414 diskutiert ebenfalls 
die Verwendung einer Lamb-Wellen-Pumpe für den 
Transport von Flüssigkeit in Kanälen in mikroskopi-
schem Maßstab. Ferrofluid-Flüssigkeitstranport- und 
-mischsysteme können auch in die Vorrichtung der 
vorliegenden Erfindung eingebaut werden. Typi-
scherweise umfassen diese Systeme eine Ferrofluid-
substanz, die in dem Apparat untergebracht ist. Die 
Ferrofluid-Substanz wird von außen durch die Ver-
wendung von Magneten gesteuert/gelenkt. Insbe-
sondere bietet die Ferrofluidsubstanz eine Sperre, 
die selektiv bewegt werden kann, um die Probe durch 
den Apparat zu bewegen oder durch eine individuelle 
Operation des Apparates. Diese Ferrofluid-Systeme 
können z.B. eingesetzt werden, um die effektiven Vo-
lumen zu reduzieren, wenn die Probe ein unzurei-
chendes Volumen einnimmt, um die Hybridisie-
rungs-Kammer zu füllen. Ein ungenügendes Proben-
flüssigkeitsvolumen kann zu einer unvollständigen 
Hybridisierung auf dem Array führen und zu unvoll-
ständigen Hybridisierungsdaten. Das Ferrofluid-Sys-
tem wird dazu verwendet, um die Probenflüssigkeit in 
einem ausreichend kleinen Volumen zu umfassen. 
Dieses kleine Volumen wird dann in einer Weise über 
das Array gezogen, die sicherstellt, dass die Probe 
die gesamte Oberfläche des Arrays kontaktiert. Ferr-
ofluide sind allgemein kommerziell erhältlich, z.B., 
FerroFluidics Inc. New Hampshire.

[0152] Alternative Flüssigkeitstransportmechanis-
men zum Einbau in die Vorrichtung der vorliegenden 
Erfindung umfassen beispielsweise elektrohydrody-
namische Pumpen (siehe z.B. Richter et al., 3. IEEE 
Workshop an Micro Electro Mechanical Systems, Fe-
bruary 12-14, 1990, Napa Valley, USA, und Richter et 
al., Sensors and Actuators 29:159-165 (1991), 
US-Patent Nr. 5,126,022). Typischerweise setzen 
solche Pumpen eine Reihe von Elektroden ein, die 
über eine Oberfläche eines Kanals oder einer Reak-
tions-/Pump-Kammer angeordnet sind. Die Anwen-
dung eines elektrischen Feldes über die Elektroden 
führt zu einer elektrophoretischen Bewegung der Nu-
kleinsäuren in der Probe. Indium-Zinn-Oxidfilme kön-
nen besonders geeignet dazu sein, um Elektroden 
auf Substratoberflächen in einem Muster aufzubrin-
gen, z.B. auf ein Glas- oder Siliciumsubstrat. Diese 
Verfahren können auch dazu verwendet werden, Nu-
kleinsäure auf ein Array zu ziehen. Zum Beispiel kön-
nen Elektroden musterförmig auf der Oberfläche ei-
nes Arraysubstrats aufgebracht werden und mit ge-
eigneten funktionellen Gruppen zur Kopplung von 
Nukleinsäuren an die Oberfläche der Elektroden mo-
difiziert sein. Die Anwendung eines Stroms zwischen 
den Elektroden auf der Oberfläche eines Arrays und 
einer gegenüberliegenden Elektrode führt zu einer 
elektrophoretischen Bewegung der Nukleinsäuren 
auf die Oberfläche des Arrays zu.

[0153] Elektrophoretisches Pumpen durch Anwen-
dung von nichtstationären elektrischen Feldern kann 

auch eingesetzt werden, um Elektrolyse an der Ober-
fläche der Elektroden zu vermeiden, während noch 
ausreichende Probenbewegung bewirkt wird. Insbe-
sondere ist die elektrophoretische Beweglichkeit ei-
ner Nukleinsäure nicht konstant in Bezug auf das an-
gelegte elektrische Feld. Eine Erhöhung des elektri-
schen Feldes von 50 auf 400 V/cm führt zu einem An-
stieg von 30% der Beweglichkeit einer Nukleinsäu-
renprobe in einem Acrylamid-Gel. Durch Anwenden 
einer Wechselspannung zwischen einem Paar von 
Elektroden, die kapazitiv mit dem Elektrolyten gekop-
pelt sind, kann eine elektrophoretische Nettobewe-
gung ohne einen Nettodurchgang von Ladung erhal-
ten werden. Zum Beispiel wird ein hohes elektrisches 
Feld in Vorwärtsrichtung der Probenbewegung ange-
legt und ein niedrigeres Feld wird dann in Rückwärts-
richtung angelegt. Siehe z.B., Luckey et al. Electro-
phoresis 14:492-501 (1993).

[0154] Die oben beschriebenen Mikropumpen kön-
nen auch dazu verwendet werden, um Reagenzien 
und Proben innerhalb des Apparats zu mischen, in-
dem ein zurückgeführter Flüssigkeitsstrom durch die 
betreffende Kammer, die gemischt werden soll, rezir-
kuliert wird. Zusätzliche Mischverfahren können auch 
eingesetzt werden. Zum Beispiel können elektrohyd-
rodynamische Mischer innerhalb der verschiedenen 
Reaktions-Kammern eingesetzt werden. Diese 
Mischer setzen typischerweise ein wanderndes elek-
trisches Feld zum Bewegung einer Flüssigkeit, in die 
eine Ladung eingeführt ist, ein. Siehe Bart et al., Sen-
sors and Actuators (1990) A21-A-23:193-35 197. 
Diese Mischelemente können leicht in miniaturisierte 
Vorrichtungen eingebaut werden. Alternativ kann das 
Mischen unter Verwendung von thermopneumatise-
hen Pumpmechanismen ausgeführt werden. Dies 
beinhaltet typischerweise den Einbau von kleinen 
Heizelementen, die hinter Öffnungen innerhalb einer 
bestimmten Kammer angeordnet sind. Wenn die 
Flüssigkeit, die in Kontakt mit dem Heizelement ist, 
erwärmt wird, dehnt sie sich durch die Öffnungen 
aus, was eine konvektive Kraft in die Kammer be-
wirkt, wodurch die Probe gemischt wird. Alternativ 
kann ein Pumpmechanismus, der hinter zwei Ein-
weg-Rückschlagventilen gehalten ist, wie etwa die in 
US-Patent Nr. 5,375,979 von Tran beschriebene 
Pumpe, eingesetzt werden, um eine flüssige Probe 
innerhalb einer Kammer zu zirkulieren. Insbesondere 
wird die Flüssigkeit in die Pump-Kammer durch ein 
erstes Einweg-Rückschlagventil eingesogen, wenn 
die Pumpe in ihrem Unterdruck- oder Saugzyklus be-
trieben wird. Die Flüssigkeit wird dann aus der 
Pump-Kammer durch ein anderes Einweg-Rück-
schlagventil während des umgekehrten Pumpzyklus 
ausgestoßen, was zu einer zirkulären Flüssigkeits-
strömung innerhalb der Reaktions-Kammer führt. Die 
Pumpmechanismen können irgendeine Anzahl von 
Ausgestaltungen einsetzen, wie hierin beschrieben, 
d.h. membranartige, thermodruckartige, elektrohyd-
ro-dynamische Pumpmechanismen etc.
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[0155] Es wird typischerweise erwünscht sein, elek-
trische Komponenten der Vorrichtung, die in Kontakt 
mit flüssigen Proben kommen können, zu isolieren, 
um Elektrolyse der Probe an der Oberfläche der 
Komponente zu verhindern. Im Allgemeinen kann 
eine beliebige Zahl von nicht-leitfähigen isolierenden 
Materialien für diese Funktion verwendet werden, 
einschließlich beispielsweise Teflon-Beschichtun-
gen, SiO2, Si3N4 und dergleichen. Vorzugsweise be-
stehen die Isolierschichten aus SiO2, das im Allge-
meinen über die Oberfläche der Komponente durch 
Sputtern aufgebracht werden kann, um eine Isolier-
schicht bereitzustellen.

[0156] Die Vorrichtung der vorliegenden Erfindung 
wird typischerweise auch eine Anzahl von Mikroven-
tilen für die Lenkung der Flüssigkeitsströmung inner-
halb der Vorrichtung beinhalten. Eine Vielzahl von Mi-
kroventil-Gestaltungen sind für die vorliegende Vor-
richtung besonders geeignet. Beispiele von Ventilen, 
die in der Vorrichtung verwendet werden können, 
sind beispielsweise in US-Patent Nr. 5,277,556 von 
van Lintel beschrieben. Ventilstrukturen zur Verwen-
dung in den vorliegenden Vorrichtungen umfassen 
typischerweise eine Membran oder ein Diaphragma, 
das auf einen Ventilsitz gezogen werden kann. Bei-
spielsweise können elektrostatische Ventile, Silici-
um/Aluminium-Bimetall-betätigte Ventile oder ther-
mopneumatische betätigte Ventile leicht zum Einbau 
in die Vorrichtung der Erfindung angepasst werden. 
Typischerweise werden diese Ventile innerhalb oder 
an einem oder an beiden der Enden des Flüssigkeits-
kanals eingebaut, der die verschiedenen Reakti-
ons-Kammern verbindet, und sind die Ventile in der 
Lage, den Druckwerten oder Reagenzien, die in den 
verschiedenen Operationen eingesetzt werden, zu 
widerstehen. Eine Illustration einer Ausführungsform 
eines Membranventil/Flüssigkeitskanal-Aufbaus ist in 
Fig. 3 dargestellt.

[0157] In alternativen Aspekten können auch Fluid-
ventile eingesetzt werden. Solche Fluidventile umfas-
sen typischerweise einen "Flüssigkeitsvorhang", der 
eine Flüssigkeit aufweist, die mit dem wässrigen Sys-
tem, das in der Vorrichtung verwendet wird, nicht 
mischbar ist, zum Beispiel Silikongel, ferofluidische 
Flüssigkeiten und dergleichen. Im Betrieb enthält ein 
Fluidventil einen flachen Ventilkanal, beispielsweise 
von 50 μm Tiefe, der quer über einen tieferen Primär-
kanal verläuft und diesen unterbricht, der zum Bei-
spiel ein 200 mm tiefer Kanal in einem passenden 
ebenen Bauteil sein kann. Der Ventilkanal ist mit we-
nigsten einem Ölanschluss verbunden. Beim Betrieb 
wird der Ventilkanal zunächst mit Öl (oder einem an-
deren geeigneten Fluidelement) gefüllt, das durch 
Kapillarwirkung in den Kanal gezogen wird. Wenn 
Gas oder Flüssigkeit durch den Primärkanal gedrückt 
werden, weicht das Öl oder der "Flüssigkeitsvorhang"
aus und erlaubt den Durchfluss. In Abwesenheit ei-
nes Differenzdrucks über dem Primärkanal kehrt das 

Öl zurück, um das Fluid oder Gas hinter einer Dampf-
barriere abzudichten. In solchen Fällen sind diese 
Fluidventile nützlich, um zu verhindern, dass Fluid-
proben oder Reagenzien innerhalb der Vorrichtung 
verdampfen. Im Fall von anderen Fluiden, zum Bei-
spiel Ferrofluiden oder Ölen mit suspendierten Me-
tallteilchen, erlaubt die Anwendung eines geeigneten 
Magnetfeldes an der Ventilposition die Immobilisie-
rung des Fluidventils, wodurch der Fluiddurchgang 
bei Drücken größer als 3 bis 5 psi verhindert wird. In 
ähnlicher Weise können auch elektrorheologische Ef-
fekte beim Steuern dieser Fluidventile eingesetzt 
werden. Zum Beispiel kann der Ölanteil des Fluidven-
tils darin suspendierte geeignete Teilchen mit hohen 
Dielektrizitätskonstanten aufweisen. Die Anwendung 
von geeigneten elektrischen Feldern erhöht dann die 
Viskosität des Fluids, wodurch eine geeignete Sperre 
für den Fluidfluss erzeugt wird.

[0158] Die Vorrichtung kann auch einen oder meh-
rere Filter zur Entfernung von Zellrückständen und 
Protein-Feststoffen aus der Probe beinhalten. Die Fil-
ter können im Allgemeinen innerhalb der Vorrichtung 
angeordnet sein, z.B. innerhalb der Flüssigkeits-
durchgänge, die von der Probenvorbereitungs-/Ex-
traktions-Kammer ausgehen. Eine Vielzahl von wohl 
bekannten Filtermedien können in der Vorrichtung 
vorgesehen sein, einschließlich beispielsweise Zellu-
lose, Nitrocellulose, Polysulfon, Nylon, Vi-
nyl/Acryl-Copolymere, Glasfasern, Polyvinylchlorid 
und dergleichen. Alternativ kann der Filter eine in die 
Vorrichtung eingearbeitete Struktur ähnlich der in 
US-Patent Nr. 5,304,487 von Wilding et al. beschrie-
benen sein. In ähnlicher Weise können Separati-
ons-Kammern mit Separationsmedien, z.B. Ionen-
austausch-Harze, Affinitäts-Harze und dergleichen, 
innerhalb der Vorriehtung vorgesehen sein, um ver-
unreinigende Proteine, etc. zu eliminieren.

[0159] Zusätzlich zu Sensoren zur Überwachung 
der Temperatur kann die Vorrichtung der vorliegen-
den Erfindung auch einen oder mehrere Sensoren in-
nerhalb der Vorrichtung selbst enthalten, um das 
Fortschreiten von einer oder mehreren Operationen 
der Vorrichtung zu überwachen. Zum Beispiel kön-
nen optische Sensoren und Drucksensoren in ein 
oder mehrere Reaktions-Kammern eingebaut sein, 
um das Fortschreiten der verschiedenen Reaktionen 
zu überwachen, oder innerhalb der Durchflusskanä-
le, um das Fortschreiten der Flüssigkeit zu überwa-
chen oder Eigenschaften der Flüssigkeiten zu erfas-
sen, z.B. pH-Wert, Temperatur, Fluoreszenz und der-
gleiche.

[0160] Wie zuvor beschrieben können Reagenzien, 
die in einer der innerhalb der Vorrichtung integrierten 
Operationen verwendet werden, von außen in die 
Vorrichtung eingeführt werden, z.B. durch abdichtba-
re Öffnungen in jede betreffende Kammer. Nach be-
vorzugten Aspekten können diese Reagenzien je-
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doch vorher innerhalb der Vorrichtung eingelagert 
sein. Zum Beispiel können diese Reagenzien inner-
halb der Reaktions-Kammer angeordnet sein, die die 
Operation ausführt, für die das Reagenz verwendet 
wird, oder innerhalb der Durchflusskanäle, die zu die-
ser Reaktions-Kammer führen. Alternativ können die 
Reagenzien innerhalb von Speicher-Kammern ange-
ordnet sein, die benachbart zu und durchflussmäßig 
verbunden mit ihren betreffenden Reaktions-Kam-
mern liegen, wodurch die Reagenzien leicht nach Be-
darf zu der richtigen Kammer transportiert werden 
können. Zum Beispiel wird die Amplifizierungs-Kam-
mer typischerweise geeignete Reagenzien haben, 
um die Amplifizierungsreaktion auszuführen, z.B. Pri-
mer-Sondensequenzen, Desoxynukleosid-Triphos-
phate ("dNTPs")/Nukleinsäure-Polymerasen, Puffer-
substanzen und dergleichen, die vorab innerhalb der 
Amplifizierungs-Kammer eingelagert sind. In ähnli-
cher Weise können Probenstabilisierungsmittel in-
nerhalb der Proben-Sammel-Kammer vorher einge-
lagert sein.

2. Die Allgemeine Probenvorbereitungsvorrichtung

[0161] Fig. 13 zeigt eine schematische Darstellung 
einer Vorrichtungskonfiguration zur Ausführung von 
Probenvorbereitungsreaktionen, die allgemein das 
hierin beschriebene Flüssigkeitsleitsystem verwen-
det, z.B. unter Einsatz von externen Druckquellen, 
von hydrophoben Lüftungen und pneumatischen 
Ventilen. In der dargestellten Konfiguration werden 
vier Bereiche der Vorrichtung jeweils durch ein Array 
von Ventilen angesteuert, z.B. ein Array von 10 Ven-
tilen, mit ihrem eigenen gemeinsamen Kanal. Die vier 
Bereiche können allgemein definiert werden als: (1) 
Reagenzien-Speicher, (2) Reaktionen, (3) Proben-
vorbereitung, und (4) Nachprozessieren, die unterei-
nander durchflussmäßig verbunden sind. Der Pro-
benvorbereitungsbereich wird typischerweise ver-
wendet, um Nukleinsäuren aus einer Probe zu extra-
hieren und zu reinigen. Wie dargestellt enthält der 
Probenvorbereitungsbereich fünf Reagenzieneinläs-
se, die durchflussmäßig mit Vorratsbehältern mit grö-
ßeren Volumen verbunden sind, z.B. innerhalb der 
Basiseinheit. Beispiele für solche Reagenzien für Ex-
traktionsreaktionen können z.B. 4M-Guanidin-Isothi-
ocyanat, 1 × TBE und 50:50 EtOH:H2O umfassen. 
Die beiden Reaktions-Kammern können z.B. Affini-
tätsmedien zur Reinigung von Nukleinsäuren wie 
etwa Glaswolle oder mit Poly-T-Oligonukleotiden be-
schichtete Kügelchen enthalten.

[0162] Der Speicherbereich ist mit dem Probenvor-
bereitungsbereich verbunden und wird dazu verwen-
det, um Reagenzien und Gemische zu speichern, 
z.B. PCR-Gemisch mit FITC-dGTP und dUTP, aber 
ohne Matrize, UNG-Reaktionsgemisch und IVT-Re-
aktionsgemisch ohne Matrize. Der Reaktionsbereich 
ist auch mit dem Probenvorbereitungsbereich sowie 
mit dem Speicherbereich verbunden und umfasst 

eine Anzahl von Reaktions-Kammern (5), 
Mess-Kammern (2) und Blasenentfernungs-Kam-
mern (1). Eine thermische Steuereinheit, z.B. Hei-
zungen oder thermoelektrische Heizelemente/Kühle-
lemente können sowohl auf den Probenvorberei-
tungsbereich als auch auf den Reaktionsbereich ein-
wirken.

[0163] Der Nachprozessierbereich ist typischerwei-
se mit dem Reak-tionsbereich verbunden und enthält 
eine Anzahl von Reagenzeinlässen (5), Reakti-
ons-Kammein (2), Speicher-Kammern (1) und Pro-
beneinlässen (1). Die Reagenzeinlässe können dazu 
verwendet werden, um Puffer, z.B. 6 × SSPE oder 
Wasser, in das Analyseelement hinein einzuführen, 
z.B. ein Oligonukleotid-Array.

3. Allgemeines Mehrfach-Parallel System

[0164] Fig. 14 ist eine schematische Darstellung ei-
ner Vorrichtungskonfiguration zur Handhabung von 
Situationen, wo mehrere Reaktionen unter den glei-
chen thermischen Bedingungen ausgeführt werden, 
z.B. mehrfache parallele Probenanalysen, duplizie-
rende Multiplex-PCR durch Ausführen von mehreren 
PCR-Reaktionen mit einzelnen Primer-Paaren in Pa-
rallelausführung gefolgt von ihrer Rekombination 
oder zyklische Sequenzierung mit einer Vielzahl von 
Primer-Paaren und/oder Matrizen.

[0165] In der dargestellten Konfiguration liefern 
zwei Speicherbereiche Reagenzien zu zwei Reakti-
onsbereichen, wobei jeder der Reaktionsbereiche 
durch ein Array von 50 Ventilen angesteuert wird. Die 
Reaktions- und Speicher-Arrays weisen jeweils eine 
4 × 12 Matrix von Reaktoren/Kammern auf, von de-
nen jede ein Volumen von 10 nl bis 5 μl hat. Diese 
Kammern werden durch 4 Spalten pneumatischer 
Anschlüsse angesteuert. Die zusätzlichen Arrays von 
10 Ventilen steuern den Probenvorbereitungsbereich 
und den Nachprozessierbereich an. Eine Reihe von 
Solenoidventilen kann verwendet werden, um die 
pneumatischen Anschlüsse und die Ventil-Arrays zu 
betreiben.

IV. Anwendungen

[0166] Die Vorrichtung und das System der vorlie-
genden Erfindung hat einen weiten Anwendungsbe-
reich bei der Manipulation, Identifikation und/oder 
Sequenzierung von Nukleinsäureproben. Diese Pro-
ben können aus pflanzlichen, tierischen, viralen oder 
bakteriellen Quellen abgeleitet werden. Die Vorrich-
tung und das System der Erfindung können z.B. bei 
diagnostischen Anwendungen, z.B. bei der Diagnose 
von genetischen Krankheiten, wie auch bei der Diag-
nose auf Vorhandensein von infektiösen Erregern, 
z.B., bei bakteriellen oder viralen Infektionen, ver-
wendet werden. Außerdem kann die Vorrichtung und 
das System in einer Vielzahl von Charaterisierungs-
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anwendungen verwendet werden, wie etwa gerichts-
medizinische Analysen, beispielsweise bei geneti-
schen Fingerabdrücken, bei der Identifizierung oder 
Charakterisierung von Bakterien, Pflanzen oder Vi-
ren, beispielsweise bei epidemologischen oder taxo-
nomisehen Analysen und dergleichen.

[0167] Obwohl allgemein in Bezug auf individuelle 
Vorrichtungen beschrieben, wird anerkannt werden, 
dass Mehrfach-Vorrichtungen parallel vorgesehen 
werden können, um Analysen an einer großen An-
zahl von individuellen Proben auszuführen. Da die 
Vorrichtungen miniaturisiert sind, ist der Bedarf an 
Reagenzien und/oder Raum erheblich reduziert. In 
ähnlicher Weise erlaubt die kleine Größe die Automa-
tisierung des Probeneinführungsprozesses unter 
Verwendung von Probennahmerobotern und derglei-
chen.

[0168] In bevorzugten Aspekten wird die Vorrich-
tung und das System der vorliegenden Erfindung bei 
der Analyse von menschlichen Proben verwendet. 
Insbesondere wird die Vorrichtung dazu verwendet, 
um das Vorhandensein oder Fehlen einer bestimm-
ten Nukleinsäuresequenz innerhalb einer bestimm-
ten menschlichen Probe festzustellen. Dies beinhal-
tet die Identifizierung von genetischen Anomalien, 
die mit einer bestimmten Erkrankung einhergehen, 
wie auch die Identifizierung eines bestimmten infekti-
ösen Agens innerhalb der Probe, z.B. eines Virus, 
von Bakterien, Hefe oder Pilz.

[0169] Die Vorrichtungen der vorliegenden Erfin-
dung können auch bei de novo-Sequenzierungsan-
wendungen verwendet werden. Insbesondere kann 
die Vorrichtung bei der Sequenzierung durch Hybridi-
sierung (SBH) verwendet werden. Die Verwendung 
von Oligonukleotiden-Arrays bei de novo SBH-An-
wendungen ist beispielsweise in US-Patentanmel-
dung Seriennummer 08/082,937, eingereicht am 25. 
Juni 1993, beschrieben.

BEISPIELE

 Beispiel 1 - Extraktion und Reinigung von Nuklein-
säuren

[0170] In separaten Experimenten wurde HIV Klon 
DNA entweder in Pferdeblut oder eine Suspension 
von Ratten-Plasmazytom mit voll differenzierten 
B-Zellen, die aus BALBc-Mäusen gewonnen wurden, 
eingeschleust. Guandinin-Isothiocyanat wurde auf 
eine Konzentration von 4 M zugegeben, um das Ma-
terial zu lysieren. In separaten Experimenten wurde 
das Lysat durch eine Patrone geleitet, die Glaswolle 
(20 μl) enthielt, durch eine Trommel mit Natronglas-
wänden (20 μl) und durch eine Glasröhre. Nach 30 
Minuten bei Raumtemperatur wurde das verbliebene 
Lysat mit einigen Volumenteilen Ethanol:Wasser 
(1:1) ausgewaschen und die gebundene DNA wurde 

bei 60°C unter Verwendung von 1 × TBE eluiert. Die 
Ausbeute eluierter DNA wurde unter Verwendung 
von Ethidiumbromid-Einfärbung auf einem Agarose-
gel gemessen, und die Reinheit wurde getestet, in-
dem das eluierte Material als Matrize für eine 
PCR-Reaktion verwendet wurde. Die Eluierungsaus-
beute lag im Bereich von 10% bis 25% und die 
PCR-Ausbeute lag im Bereich von 90% bis 100% im 
Vergleich zu Kontrollen unter Verwendung von reinen 
Matrizen.

Beispiel 2 - RNA-Vorbereitungsreaktionen im minia-
turisierten System

[0171] Ein Miniatur-Modellreaktorsystem wurde auf-
gebaut, um die Wirksamkeit der miniaturisierten Vor-
richtungen beim Ausführen von vorbereitenden 
Prähybridisierungsreaktionen an Ziel-Nukleinsäuren 
zu untersuchen. Insbesondere wurde ein duales Re-
aktions-Kammersystem zum Ausführen von in vit-
ro-Transkription und Fragmentation hergestellt. Die 
Vorrichtung setzt eine Struktur auf Röhrenbasis unter 
Verwendung von Polymerröhren als in vitro-Trans-
kriptionsreaktor gekoppelt mit einem Glaskapil-
lar-Fragmentationsreaktor ein. Reagenzien, die nicht 
mit der Probe eingeführt wurden, wurden als getrock-
nete Ablagerungen auf den inneren Oberfläche der 
Verbindungsröhren vorgesehen. Das Experiment war 
dazu ausgestaltet, um die Effekte der Reakti-
ons-Kammermaterialien und der Reaktionsvolumen 
in präparativen RNA-Reaktions-Kammern zu unter-
suchen.

[0172] Die Probe mit der Ziel-Nukleinsäure, 
DNA-Amplikons mit einem 1 kb-Bereich des 
HIV-Gens flankiert von Promotor-Regionen für die 
T3- und T7-RNA-Primer auf dem Sinn- und Gegen-
sinnstrang, RNA-Polymerase, NTPs, fluoriniertes 
UTP und Puffer wurden in das Reaktorsystem an ei-
nem Ende in das System auf Röhrenbasis eingeführt. 
Die in vitro-Transkription wurde in einem Silikon-Röh-
renreaktor ausgeführt, der in ein Wasserbad einge-
taucht war. Folgend auf diese erste Reaktion wurde 
die Probe durch das System in einen Glaskapil-
lar-Reaktor bewegt, der auf 94°C gehalten wurde, um 
die Fragmentationsreaktion auszuführen. Die Pro-
dukte einer repräsentativen Zeitverlauf-Fragmentati-
onsreaktion sind in dem Gel in Fig. 10A gezeigt. In ei-
nigen Fällen enthielten die Röhren, die den IVT-Re-
aktor mit dem Fragmentationsreaktor verbinden, zu-
sätzliches MgCl2 zur Zugabe zu der Probe. Die Glas-
kapillare wurden zuerst mit BSA beschichtet, um 
Wechselwirkungen zwischen der Probe und dem 
Glas zu vermeiden. Nach der Fragmentation wurde 
die Probe mit einem geeignet beschichteten Oligonu-
kleotid-Array, wie oben beschrieben, hybridisiert. Die 
Präparation unter Verwendung dieses Systems mit 
der Zugabe von 14 mM MgCl2 führte zu einer korrek-
ten Basen-Aufrufrate von 96,5%. Das Weglassen des 
MgCl2 ergab eine korrekte Basen-Aufrufrate von 
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95,5%.

[0173] Eine ähnliche vorbereitende Transkriptions-
reaktion wurde in einer Mikro-Reaktions-Kammer 
ausgeführt, die aus Polycarbonat gefertigt war. Eine 
Vertiefung wurde in die Oberfläche eines ersten Po-
lycarbonanteils eingearbeitet. Die Vertiefung war 250 
μm tief und hatte näherungsweise ein Volumen von 5 
μl. Ein zweites Polycarbonatteil wurde dann durch Ul-
traschallschweißen mit dem ersten verbunden, um 
eine Oberwand für die Reaktions-Kammer zu bilden. 
Das zweite Teil hatte zwei darin gebohrte Löcher, die 
an gegenüberliegenden Enden der Reaktions-Kam-
mer angeordnet waren. Die Temperatursteuerung für 
die Transkriptionsreaktion wurde durch Anwendung 
einer externen Temperatursteuerung auf die Reakti-
ons-Kammer bereitgestellt, wie für das System auf 
Röhrenbasis beschrieben. Proben von 3 μl wurden 
sowohl für die Transkriptions- als auch die Fragmen-
tationsexperimente verwendet.

[0174] Transkriptionsreaktionen, die in dem Mik-
ro-Reaktor ausgeführt wurden, erreichten eine 70% 
Ausbeute verglichen mit herkömmlichen Methoden, 
d.h. mit dem gleichen Volumen in einer Microzen-
triefugen-Röhre und Wasserbad oder einer thermi-
schen PCR-Zykluseinrichtung. Ein Vergleich von in 
vitro-Transkriptionsreaktionsprodukten unter Ver-
wendung einer Mikro-Kammer gegenüber einer Kon-
trolle in größerem Maßstab ist in Fig. 10B gezeigt.

Beispiel 3 - PCR-Amplifizierung in miniaturisiertem 
System

[0175] Eine miniaturisierte Polymer-Reakti-
ons-Kammer ähnlich der in Beispiel 2 beschriebenen 
wurde verwendet, eine PCR-Amplifizierung auszu-
führen. Insbesondere wurde die Kammer in einem 
ebenen Stück aus Polycarbonat mit 4 mm Dicke ge-
fertigt, wobei eine Vertiefung mit 500 μm Tiefe in sei-
ne Oberfläche eingearbeitet wurde. Ein zweites ebe-
nes Polycarbonatstück wurde über die Vertiefung ge-
schweißt. Dieses zweite Stück war nur 250 μm dick. 
Eine thermische Steuerung wurde bereitgestellt, in-
dem ein Peltier-Heizelement auf die dünnere zweite 
Wand des Hohlraums aufgesetzt wurde.

[0176] Die Amplifizierung einer Ziel-Nukleinsäure 
wurde mit dem Perkin-Elmer GeneAmp PCR-Kit 
durchgeführt. Die Reaktions-Kammer wurde zyklisch 
für 20 Sekunden auf 94°C (Denaturierung), 40 Se-
kunden auf 65°C (Annealing) und 50 Sekunden auf 
72°C (Extension) gebracht. Ein Profil der thermi-
schen Zyklen ist in Fig. 9 gezeigt. Nach 35 Zyklen 
wurde eine Amplifizierung von etwa 109 sichtbar. 
Fig. 10C zeigt die Produktion von amplifiziertem Pro-
dukt in der Mikro-Kammer im Vergleich zu einer Kon-
trolle, die unter Verwendung einer typischen thermi-
sche PCR-Zykluseinrichtung erhalten wurde.

Beispiel 4 - Systemdemonstration, integrierte Reakti-
onen

[0177] Eine mikrogefertigte Polycarbonat-Vorrich-
tung wurde mit der Struktur wie in Fig. 15A gezeigt 
hergestellt. Die Vorrichtung enthielt drei diskrete be-
lüftete Kammern. Zwei der Kammern (oben und in 
der Mitte) waren von der PCR-Kammer (unten) ther-
misch isoliert, um die Denaturierung der RNA-Poly-
merase zu verhindern, die bei IVT-Reaktionen bei 
PCR-Temperaturen verwendet wurde. Die thermi-
sche Isolierung wurde erreicht, indem die Kammern 
mehr als 10 mm entfernt voneinander in einem dün-
nen Polycarbonat-Substrat angefertigt wurden und 
indem die Temperaturen in jeder Region durch Ver-
wendung von thermoelektrischen Temperatur-Steue-
relementen, z.B. Peltier-Einrichtungen, kontrolliert 
wurden.

[0178] Die Reaktordimensionen waren wie folgt: 
Kanäle waren 250 μm breit und 125 μm tief; die drei 
Reaktions-Kammern waren 1,5 mm breit, 13 mm lang 
und von 125 bis 500 μm tief, wobei die Reaktorvolu-
mina im Bereich von 2,5 bis 10 ml lagen. Kurz gesagt 
wurde die PCR ausgeführt, indem 0,3 Einheiten von 
Taq-Polymerase, 0,2 μM dNTPs, 1,5 mM MgCl2, 0,2 
μM Primer-Sequenzen, näherungsweise 2000 Mole-
küle Matrizen-Sequenzen und 1x Perkin-Elmer 
PCR-Puffer in die untere Kammer eingeführt wurden. 
Das thermische Zyklusprogramm enthielt (1) eine an-
fängliche Denaturierung bei 94°C für 60 Sekunden, 
(2) einen Denaturierungsschritt bei 94°C für 20 Se-
kunden, (3) einen Annealing-Schritt bei 65°C für 40 
Sekunden, (4) einen Extensionsschritt bei 72°C für 
50 Sekunden, (5) wiederholter, 35maliger Zyklus-
durchlauf durch Schritte 2 bis 4, und (6) ein endgülti-
ger Extensionsschritt bei 72°C für 60 Sekunden.

[0179] Nach der PCR wurden 0,2 μl des PCR-Pro-
duktes in die IVT-Kammer (Mitte) zusammen mit 9,8 
μl von IVT-Gemisch (2,5 mM ATP, CTP, GTP und 0,5 
mM UTP, 0,25 mM Fluorescein-UTP, 8 mM Mgcl2, 50 
mM HEPES, Ix Promega Transkriptionspuffer, 10 mM 
DTT, 1 Einheit T3 RNA-Polymerase, 0,5 Einheiten 
RNAguard (Pharmacia)) übertragen, das in einer 
Speicher-Kammer (oben) gespeichert war. Die Über-
tragung der Flüssigkeit wurde ausgeführt, indem 
Druck auf die Lüftungen an den Enden der Kammern 
angewendet wurde. IVT wurde bei 37°C für 60 Minu-
ten ausgeführt.

[0180] Die Resultate der PCR und IVT sind in 
Fig. 15B gezeigt, im Vergleich mit Kontrollexperi-
menten, die z.B. in Eppendorf-Röhren ausgeführt 
wurden.

Beispiel 5 - Akustisches Mischen

[0181] Die Wirksamkeit eines Akustikelements zum 
Mischen der Inhaltsstoffe einer Reaktions-Kammer 
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wurde getestet. Ein 0,5'' × 0,5'' × 0,04'' Kristall aus 
PZT-5H wurde auf die äußere Oberfläche einer 
0,030'' dicken Region eines ebenen Stückes aus Del-
rin geklebt, das eine Vertiefung eingearbeitet in die 
Oberfläche gegenüber dem PZT-Element hatte. Ein 
auf einem flachen Silika-Substrat synthetisiertes Oli-
gonukleotid-Array wurde dicht über den Hohlraum 
unter Verwendung eines Gummirings angebracht, so 
dass die Oberfläche des Arrays mit den darauf syn-
thetisierten Oligonukleotid-Sonden dem Hohlraum 
zugewandt waren, was zu einer 250 μl Reakti-
ons-Kammer führte. Der PZT-Kristall wurde durch 
eine ENI200 Hochfrequenzleistungsversorgung be-
trieben, die durch ein Funktionsgenerator von Hew-
lett Packard betrieben wurde, der wiederum durch ei-
nen zweiten Funktionsgenerator betrieben bei 1 Hz 
getaktet wurde.

[0182] In einem ersten Test wurde die Kammer mit 
entionisiertem Wasser gefüllt und eine kleine Menge 
von 2% Milch wurde zur Visualisierung injiziert. Der 
Kristall wurde bei 2 MHz mit einer mittleren Leistung 
von 3 W betrieben. Die Flüssigkeitsgeschwindigkei-
ten innerhalb der Kammer wurden auf über 1 mm/s 
geschätzt, was eine signifikante Konvektion andeu-
tet. Ein diese Konvektion zeigendes Photo ist in 
Fig. 7B gezeigt.

[0183] Die Wirksamkeit des akustischen Mischens 
wurde auch in einem tatsächlichen Hybridisierungs-
protokoll getestet. Für diesen Hybridisierungstest 
wurde eine Fluoreszenz-markierte Oligonukleo-
tid-Zielsequenz mit der Sequenz 5'-GAGATG-
CGTCGGTGGCTG-3' und eine Array mit einem 
Schachbrettmuster von 400 μm Quadraten mit darauf 
synthetisierten Komplementen zu dieser Sequenz 
verwendet. Dann wurde eine Hybridisierung von ei-
ner 10 nM Lösung an dem Ziel in 6 × SSPE durchge-
führt. Während der Hybridisierung wurde die äußere 
Oberfläche des Arrays in Kontakt mit einem thermo-
elektrischen Kühlelement, das auf 15°C eingestellt 
war, gehalten. Die Hybridisieiung wurde für 20 Minu-
ten durchgeführt, während der Kristall bei 2 MHz mit 
einer mittleren Leistung von 4 W (Einschaltzeit = 0,2 
Sekunden, Ausschaltzeit = 0,8 Sekunden) betrieben 
wurde. Die resultierende mittlere Intensität war iden-
tisch mit der unter Verwendung von mechanischem 
Mischen der Kammer erhaltenen (vertikale Drehen 
mit einer eingeführten Blase).

[0184] Weitere Experimente unter Verwendung ei-
nes Fluoreszenzmarkierten und fragmentierten 1 
kb-Bereichs des HIV-Virus hatte eine erfolgreiche Ba-
senaufrufrate. Insbesondere wurde ein 1 kb HIV-Nu-
kleinsäuresegment sequenziert unter Verwendung 
eines musterförmig beschichteten HIV-Oligonukleo-
tid-Arrays oder Chips. Siehe US-Patentanmeldung 
Seriennummer 08/284064, eingereicht am 2. August 
1994, die hier durch Bezugnahme für alle Zwecke 
aufgenommen wird. Akustisches Mischen erreichte 

eine korrekte Basenaufrufrate von 90,5% im Ver-
gleich zu einer korrekten Basenaufrufrate von 95,8% 
bei mechanischem Mischen.

Beispiel 5 - Demonstration des Flüssigkeitsleitsys-
tems

[0185] Eine Polycarbonatpatrone wurde unter An-
wendung herkömmlicher Bearbeitungstechniken be-
arbeitet, um eine Reihe von Ventilen zu bilden, die ei-
nen gemeinsamen Kanal mit einer Reihe von Kanä-
len verbinden, die zu einer Reihe von 10 μl Kammern 
führen, von denen jede in einer hydrophoben Belüf-
tung endete. Die Kammern enthielten (1) eine Ein-
lass-Kammer #1, (2) eine Einlass-Kammer #2, (3) 
eine Reaktions-Kammer, (4) eine Blasenentfer-
nungs-Kammer mit einer hydrophoben Lüftung im 
Zentrum, (5) eine Mess-Kammer und (6) eine Spei-
cher-Kammer. Elastomerventile wurden geöffnet und 
geschlossen durch Anwendung von Unterdruck oder 
Druck (etwa 60 psi) auf den Raum oberhalb der indi-
viduellen Ventile.

[0186] In einem ersten Experiment wurde Wasser 
mit blauem Farbstoff (Lebensmittelfarbe) in die Ein-
lass-Kammer #1 eingeführt, während Wasser mit gel-
bem Farbstoff (Lebensmittelfarbe) in die Ein-
lass-Kammer #2 eingeführt wurde. Durch Öffnen der 
betreffenden Ventile und durch Anwenden von 5 psi 
auf die richtige Lüftung wurde die folgende Folge von 
Flüssigkeitsbewegungen ausgeführt. Das blaue 
Wasser wurde aus der Einlass-Kammer #1 in die Re-
aktions-Kammer bewegt; das gelbe Wasser wurde 
aus der Einlass-Kammer #2 in die Speicher-Kammer 
6 bewegt, das blaue Wasser wurde aus der Reakti-
ons-Kammer in die Mess-Kammer und das verblei-
bende blaue Wasser wurde in die Einlass-Kammer 
#1 bewegt; das gemessene blaue Wasser (etwa 1,6 
ml) wurde aus der Mess-Kammer in die Blasenentfer-
nungs-Kammer bewegt; das gelbe Wasser wurde 
dann aus der Speicher-Kammer in die Blasenentfer-
nungs-Kammer bewegt, woraufhin es mit dem blau-
en Wasser in Verbindung kam und anscheinend 
mischte, was eine grüne Farbe erzeugte; und 
schließlich wurde das Gemisch aus der Blasenentfer-
nungs-Kammer in die Reaktions-Kammer und dann 
in die Speicher-Kammer bewegt.

[0187] Die Funktion der Blasenentfernungs-Kam-
mer wurde demonstriert, indem vier separate Säulen 
aus gefärbtem Wasser aus der Reaktions-Kammer in 
die Blasenentfernungs-Kammer bewegt wurden. Die 
diskreten Säulen vereinten sich, beim Durchlauf in 
die Blasenentfernungs-Kammer, miteinander zu ei-
ner einzigen Flüssigkeitssäule.

[0188] Die Funktion der Mess-Kammer wurde de-
monstriert, indem wiederholt Mengen von 10 μl einer 
gefärbten Wasserprobe aus der Speicher-Kammer in 
die Mess-Kammer bewegt wurden, gefolgt von Ab-
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lassen dieser Flüssigkeit aus der Mess-Kammer. Die-
se Flüssig keitsübertragung wurde 6 mal ausgeführt, 
was eine wiederholt gleichbleibende Teilprobe von 
etwa 1,6 μl pro Mess-Kammervolumen (10 μl in 6 
Teilproben) zeigte.

Patentansprüche

1.  Miniatur-Fluidiksystem mit:  
Einem Gehäusekörper mit wenigstens einer ersten 
Kammer (650) die über einen Fluiddurchgang durch-
flussmäßig mit einer zweiten Kammer (654) verbun-
den ist,  
einem Probeneinlass (640), der durchflussmäßig mit 
der ersten Kammer verbunden ist, um eine Fluidpro-
be in das System einzuführen,  
einem Differenzdruckerzeugungssystem (604, 646) 
mit Einrichtungen zum Aufrechterhalten eines ersten 
Druckes in der ersten Kammer und eines zweiten 
Druckes in der zweiten Kammer, wobei der erste 
Druck größer als der Umgebungsdruck und der zwei-
te Druck größer als der erste Druck ist, wodurch, 
wenn die zweite Kammer auf Umgebungsdruck ge-
bracht wird, der erste Druck eine flüssige Probe in der 
ersten Kammer in die zweite Kammer drückt.

2.  System nach Anspruch 1, wobei das Differenz-
druckerzeugungssystem aufweist:  
Eine Druckquelle (646),  
wenigstens erste und zweite Durchgänge (608, 610), 
die die Druckquelle durchflussmäßig mit der ersten 
beziehungsweise zweiten Kammer verbinden,  
einem ersten Strömungswiderstand (618), der in dem 
ersten Durchgang zwischen der Druckquelle und der 
ersten Kammer angeordnet ist, wobei der erste Strö-
mungswiderstand einen Druck von der Druckquelle 
in den ersten Druck umwandelt,  
einem zweiten Strömungswiderstand, der in dem 
zweiten Durchgang zwischen der Druckquelle und 
der zweiten Kammer angeordnet ist, wobei der zwei-
te Strömungswiderstand den Druck von der Druck-
quelle auf den zweiten Druck umwandelt,  
und  
einen ersten und einen zweiten zu öffnenden Ver-
schluss (638) in der ersten und zweiten Kammer, wo-
bei das Öffnen des ersten oder zweiten Verschlusses 
es ermöglicht, dass die erste oder zweite Kammer 
Umgebungsdruck erreicht.

3.  System nach Anspruch 2, wobei der erste und 
der zweite Strömungswiderstand unabhängig ein 
oder mehrere Fluiddurchgänge aufweisen, die die 
ersten und zweiten Durchgänge mit den ersten und 
zweiten Kammern verbinden, wobei der erste Strö-
mungswiderstand eine kleinere Querschnittsfläche 
als der zweite Strömungswiderstand hat.

4.  System nach Anspruch 2, wobei die ersten und 
zweiten Strömungswiderstände unabhängig einen 
oder mehrere Fluiddurchgänge aufweisen, die die 

ersten und zweiten Durchgänge mit den ersten und 
zweiten Kammern verbinden, wobei die Fluiddurch-
gänge des ersten Strömungswiderstands eine größe-
re Länge als die Fluiddurchgänge des zweiten Strö-
mungswiderstandes haben.

5.  Miniatur-Fluidiksystem, mit:  
Einem der Gehäusekörper mit wenigstens einer ers-
ten Kammer (616), die durchflussmäßig mit einer 
zweiten Kammer (614) verbunden ist,  
einem Probeneinlass (640), der durchflussmäßig mit 
der ersten Kammer verbunden ist, um eine flüssige 
Probe in die erste Kammer einzuführen,  
einem Differenzdruckerzeugungssystem (602, 604) 
mit Einrichtungen zum Aufrechterhalten eines ersten 
Drucks in der ersten Kammer und eines zweiten 
Drucks in der zweiten Kammer, wobei der zweite 
Druck geringer als der Umgebungsdruck ist und der 
erste Druck kleiner als der zweite Druck ist, wodurch, 
wenn die erste Kammer auf Umgebungsdruck ge-
bracht wird, der zweite Druck eine flüssige Probe aus 
der ersten Kammer in die zweite Kammer zieht.

6.  System nach Anspruch 5, wobei die wenigs-
tens eine erste Kammer durch einen Fluiddurchgang 
(644) durchflussmäßig mit der zweiten Kammer ver-
bunden ist.

7.  System nach Anspruch 6, wobei das Differenz-
druckerzeugungssystem aufweist:  
Eine Druckquelle,  
wenigstens einen ersten und einen zweiten Durch-
gang, die die Druckquelle mit der ersten und der 
zweiten Kammer verbinden,  
einem ersten Strömungswiderstand, der in dem ers-
ten Durchgang zwischen der Druckquelle und der 
ersten Kammer angeordnet ist, wobei der erste Strö-
mungswiderstand einen Druck von der Druckquelle 
in den ersten Druck umwandelt,  
einen zweiten Strömungswiderstand, der in dem 
zweiten Durchgang zwischen der Druckquelle und 
der zweiten Kammer angeordnet ist, wobei der zwei-
te Strömungswiderstand den Druck von der Druck-
quelle in den zweiten Druck umwandelt, und  
einen ersten und einen zweiten zu öffnenden Ver-
schluss in der ersten und der zweiten Kammer, wo-
durch das Öffnen des ersten oder zweiten Verschlus-
ses es ermöglicht, dass die erste oder zweite Kam-
mer Umgebungsdruck erreicht.

8.  System nach Anspruch 7, wobei der erste und 
der zweite Strömungswiderstand unabhängig ein 
oder mehrere Fluiddurchgänge aufweisen, die die 
ersten und zweiten Durchgänge mit den ersten und 
zweiten Kammern verbinden, wobei der erste Strö-
mungswiderstand eine größere Querschnittsfläche 
als der zweite Strömungswiderstand hat.

9.  System nach Anspruch 7, wobei der erste und 
der zweite Strömungswiderstand unabhängig ein 
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oder mehrere Fluiddurchgänge aufweisen, die die 
ersten und zweiten Durchgänge mit den ersten und 
zweiten Kammern verbinden, wobei der erste Strö-
mungswiderstand Durchgänge mit einer kürzeren 
Länge als die Kanäle des zweiten Strömungswider-
stands aufweist.

10.  System nach Anspruch 1, 2, 5, 6 oder 7, mit 
einer Mikro-Heizeinrichtung, die thermisch mit einer 
der Kammern verbunden ist.

11.  System nach Anspruch 1, 2, 5, 6 oder 7, mit 
einer Kühleinrichtung, die thermisch mit einer der 
Kammern verbunden ist.

12.  System nach Anspruch 11, wobei die Kühl-
einrichtung ein thermoelektrischer Kühler ist.

13.  System nach Anspruch 1, 2, 5, 6 oder 7, wo-
bei jede der Kammern eine Querschnittsabmessung 
von etwa 0,05 bis etwa 20 mm und eine Tiefenab-
messung von etwa 0,05 bis etwa 5 mm hat.

14.  System nach Anspruch 1, 2, 5, 6 oder 7, wo-
bei die wenigstens zwei Kammern durch einen Fluid-
durchgang durchflussmäßig verbunden sind, wobei 
der Fluiddurchgang eine Querschnittsabmessung 
von etwa 10 μm bis etwa 1.000 μm und eine Tie-
fenabmessung von etwa 1 bis 500 μm hat.

15.  System nach Anspruch 1, 2, 5, 6, oder 7, wo-
bei eine der Kammern eine Extraktionskammer um-
fasst.

16.  System nach Anspruch 15, wobei die Extrak-
tionskammer ein Mittel zum Verstärken der Nuklein-
säurebindungseigenschaften aufweist.

17.  System nach Anspruch 16, wobei das Mittel 
ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus Säu-
ren, Basen, Silane, Polysine, gebundene Antikörper, 
synthetisierte Nukleinsäuren und Poly-T DNA.

18.  System nach Anspruch 15, wobei die Extrak-
tionskammer eine Affinitätsoberfläche enthält.

19.  System nach Anspruch 15, wobei die Extrak-
tionskammer eine Affinitätsoberfläche aufweist, die 
Teilchen mit Nukleinsäurebindereigenschaften hat.

20.  System nach Anspruch 19, wobei die Teil-
chen Glaskügelchen oder Zelluloseteilchen umfas-
sen.

21.  System nach Anspruch 18, wobei die Affini-
tätsoberfläche durch Mikrofabrikation hergestellt, 
maschinell bearbeitet oder durch Spritzguss herge-
stellt ist.

22.  System nach Anspruch 1, 2, 5, 6 oder 7, wo-

bei dem Gehäusekörper zugeordnet ein Mischsys-
tem vorhanden ist.

23.  System nach Anspruch 22, wobei das Misch-
system ein piezoelektrisches Element aufweist, das 
nahe an einer äußeren Oberfläche des Gehäusekör-
pers angrenzend an wenigstens eine der Reaktions-
kammern angeordnet ist, wobei die Aktivierung des 
piezoelektrischen Elements einen konvektiven Effekt 
innerhalb der Reaktionskammer erzeugt.

24.  System nach Anspruch 1, 2, 5, 6 oder 7, wo-
bei eine der Kammern zum Fragmentieren von Nuk-
leinsäure ausgebildet ist.

25.  System nach Anspruch 1, 2, 5, 6 oder 7, wo-
bei eine der Kammern eine Zelllysekammer zum Ly-
sieren von Zellen in einer Fluidprobe aufweist.

26.  System nach Anspruch 25, wobei benachbart 
der Zelllysekammer eine Quelle für akustische Ener-
gie angeordnet ist.

27.  System nach Anspruch 25, wobei die Zellly-
sekammer Mikrostrukturen enthält, die auf einer In-
nenfläche der Zelllysekammer zum Beschleunigen 
der Zelllyse hergestellt sind.

28.  System nach Anspruch 25, wobei der Zellly-
sekammer ein elektrolytisches pH-Steuersystem zu-
geordnet ist, um den pH-Wert der Zelllysekammer zu 
verändern.

29.  System nach Anspruch 1, 2, 5, 6, oder 7, wo-
bei eine der Kammern ein Nukleinsäurefragmentie-
rungssystem zum Fragmentieren von Nukleinsäure 
in einer flüssigen Probe aufweist.

30.  System nach Anspruch 29, wobei das Frag-
mentierungssystem ein fokussiertes piezoelektri-
sches Element umfasst, das benachbart einer Frag-
mentierungskammer angeordnet ist.

31.  System nach Anspruch 30, wobei das Frag-
mentierungssystem weiter Mikrostrukturen umfasst, 
die auf einer ersten Oberfläche der Kammer herge-
stellt sind.

32.  System nach Anspruch 1, 2, 5, 6 oder 7, wo-
bei eine der Kammern eine in-vitro-Transkriptionsre-
aktionskammer ist, wobei die in-vitro-Transkriptions-
reaktionskammer darin angeordnet eine effektive 
Menge von einer RNA-Polymerase und wenigstens 
vier verschiedene Nukleosidtriphosphate aufweist.

33.  System nach Anspruch 1, 2, 5, 6 oder 7, wo-
bei eine der Kammern eine Nukleinsäureamplifikati-
onskammer umfasst.

34.  System nach Anspruch 33, wobei die Amplifi-
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kationskammer eine PCR-Kammer ist.

35.  System nach Anspruch 1, 2, 5, 6 oder 7, wo-
bei eine der Kammern ein Nukleinsäurereinigungs-
system umfasst, um Nukleinsäuren in der Probe von 
Verunreinigungen in der Probe zu trennen.

36.  System nach Anspruch 35, wobei das Reini-
gungssystem eine Trennungsmatrix zum Trennen 
von Nukleinsäuren in der Probe von Verunreinigun-
gen in der Probe aufweist, wobei die Trennungsmat-
rix funktionelle Gruppen zum bevorzugten Binden der 
Nukleinsäuren in der Probe aufweist.

37.  System nach Anspruch 36, wobei die funktio-
nellen Gruppen Poly-T Oligonukleotide umfassen.

38.  System nach Anspruch 35, wobei das Reini-
gungssystem eine Silika- oder Gel-Matrix aufweist.

39.  System nach Anspruch 35, wobei das Reini-
gungssystem Glaswolle aufweist.

40.  System nach Anspruch 1, 2, 5, 6 oder 7, wo-
bei eine der Kammern eine Hybridisierungskammer 
zum Analysieren einer Komponente der flüssigen 
Probe aufweist, wobei der innerhalb der Hybridisie-
rungskammer ein Oligonukleotid-Array vorhanden 
ist, das eine Vielzahl von verschiedenen Nukleinsäu-
resequenzen gekoppelt an einer Oberfläche eines 
einzelnen Substrats aufweist.

41.  System nach Anspruch 40, wobei der Gehäu-
sekörper ein durchsichtiges Gebiet umfasst, das zum 
Detektieren der Hybridisierung einer Komponente 
der flüssigen Probe an dem Oligonukleotid-Array an-
geordnet ist.

42.  System nach Anspruch 1, 2, 5, 6, oder 7, das 
weiter aufweist:  
Einen Trennungskanal zum Trennen einer Kompo-
nente der flüssigen Probe, wobei der Trennungska-
nal durchflussmäßig mit wenigstens einer der Kam-
mern verbunden ist und wenigstens erste und zweite 
Elektroden in elektrischem Kontakt mit gegenüberlie-
genden Enden des Trennungskanals zum Anlegen 
einer Spannung über den Trennungskanal aufweist.

43.  System nach Anspruch 42, wobei eine der 
Kammern eine Hybridisierungskammer zum Analy-
sieren einer Komponente der flüssigen Probe um-
fasst, wobei die Hybridisierungskammer ein Poly-
mer-Array enthält, das eine Vielzahl von verschiede-
nen Polymersequenzen gekoppelt an eine Oberflä-
che eines einzelnen Substrats aufweist, wobei jede 
aus der Vielzahl von verschiedenen Polymersequen-
zen an einem anderen, bekannten Ort an die Oberflä-
che gekoppelt ist.

44.  System nach Anspruch 43, wobei das Poly-

mer-Array wenigstens 100 verschiedene Polymerse-
quenzen gekoppelt an die Oberfläche des einzelnen 
Substrats aufweist, wobei jede aus der Vielzahl der 
verschiedenen Polymersequenzen an einem ande-
ren, bekannten Ort an die Oberfläche gebunden ist.

45.  System nach Anspruch 43, wobei das Poly-
mer-Array wenigstens 1000 verschiedene Polymer-
sequenzen gekoppelt an die Oberfläche des einzel-
nen Substrats aufweist, wobei jede aus der Vielzahl 
der verschiedenen Polymersequenzen an einem an-
deren, bekannten Ort an die Oberfläche gebunden 
ist.

46.  System nach Anspruch 43, wobei das Poly-
mer-Array wenigstens 10.000 verschiedene Poly-
mersequenzen gekoppelt an die Oberfläche des ein-
zelnen Substrats aufweist, wobei jede aus der Viel-
zahl der verschiedenen Polymersequenzen an einem 
anderen, bekannten Ort an die Oberfläche gebunden 
ist.

47.  System nach Anspruch 1, 2, 5, 6 oder 7, wo-
bei dem Gehäusekörper eine Basiseinheit zugeord-
net ist.

48.  System nach Anspruch 47, wobei die Basis-
einheit weiter Durchflussanschlüsse zum Fördern 
von Flüssigkeit zu der Reaktionskammer aufweist.

49.  System nach Anspruch 46, wobei die Basis-
einheit weiter elektrische Anschlüsse zur Versorgung 
mit elektrischem Strom umfasst.

50.  System nach Anspruch 1, 2, 5, 6, oder 7, wo-
bei eine der Kammern eine volumetrische Kammer 
mit einem bekannten Volumen ist.

51.  Verfahren zur Verwendung des Miniatur-Flui-
diksystems nach einem der Ansprüche 1 bis 50 zur 
Ausführung einer Analyseoperation.

52.  Verfahren zur Verwendung des Miniatur-Flui-
diksystems nach einem der Ansprüche 1 bis 50 zur 
Durchführung einer Analyseoperation, wobei bei dem 
Verfahren:  
Dem Gehäusekörper eine Probe zugeführt wird,  
biologische Materialien in der Probe in einer der 
Kammern analysiert werden und  
Nukleinsäure in der Probe in einer der Kammern am-
plifiziert wird, um amplifizierte Nukleinsäure zu erzeu-
gen.

53.  Verfahren nach Anspruch 52, bei dem weiter 
die amplifizierte Nukleinsäure an einem Oligonukleo-
tid-Array hybridisiert wird.

54.  Verfahren nach Anspruch 52, bei dem weiter 
die Hybritisierung der amplifizierten Nukleinsäure an 
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dem Oligonukleotid-Array detektiert wird.

Es folgen 26 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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