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(57) Hauptanspruch: Fluidsystem zur Lieferung von Reagen-
zien von einer Reagenzkartusche zu einer Flusszelle, das
einen Reagenzverteiler, der eine Vielzahl an Kanalen auf-
weist, die zur Fluidverbindung zwischen einer Reagenzkar-
tusche und einem Einlass einer Flusszelle ausgestaltet sind;
eine Vielzahl an Reagenzansaugern, die sich abwarts von
Offnungen in dem Verteiler erstrecken, wobei alle Reagenz-
ansauger ausgestaltet sind, um so in ein Reagenzreservoir
in einer Reagenzkartusche hinein gebracht zu werden, dass
flissiges Reagenz von dem Reagenzreservoir in die Ansau-
ger gezogen werden kann;

mindestens ein Ventil, das ausgestaltet ist, um Fluidverbin-
dung zwischen den Reservoirs und dem Einlass der Fluss-
zelle zu vermitteln, aufweist.
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Beschreibung
HINTERGRUND

[0001] Ausflihrungsformen der vorliegenden Offen-
barung beziehen sich allgemein auf Vorrichtungen
und Verfahren zur Fluidmanipulation und optischen
Detektion von Proben, z. B. in Nukleinsauresequen-
zierungsverfahren.

[0002] Unser Genom liefert eine Blaupause fiir die
Vorhersage vieler unserer angeborenen Veranlagun-
gen wie etwa unserer Vorlieben, Talente, Anfallig-
keit fur Krankheiten, und Ansprechempfindlichkeit
fur therapeutische Medikamente. Ein einzelnes men-
schliches Genom enthéalt eine Sequenz von Uber 3
Milliarden Nukleotiden. Unterschiede in nur einem
Bruchteil dieser Nukleotide vermitteln viele unserer
einzigartigen Eigenschaften. Die Forschungsgemein-
schaft macht beeindruckende Fortschritte bei der
Entschlisselung der Merkmale, die die Blaupause
bilden, und liefert damit ein besseres Verstandnis da-
von, wie die Informationen in jeder Blaupause mit der
menschlichen Gesundheit zusammenhéangen. Aller-
dings ist unser Verstandnis noch lange nicht vollstéan-
dig, und dies hemmt den Transport der Informationen
aus den Forschungslabors in die Klinik, wo die Hoff-
nung besteht, dass eines Tages jeder von uns eine
Kopie unseres persoénlichen Genoms haben wird, so
dass wir uns mit unserem Arzt besprechen kdnnen,
um angemessene Entscheidungen fir eine gesunde
Lebensweise oder einen richtigen Behandlungsver-
lauf zu treffen.

[0003] Der aktuelle Engpass ist eine Sache von
Durchsatz und MalRstab. Eine grundlegende Kompo-
nente der Entschlisselung der Blaupause irgendei-
ner Person ist es, die genaue Sequenz der 3 Milliar-
den Nukleotide in ihrem Genom zu bestimmen. Tech-
niken, um dies zu tun, stehen zur Verfiigung, aber
diese Techniken kosten normalerweise viele Tage
und Tausende und Abertausende von Dollar, um sie
durchzufihren. Darlber hinaus ist die klinische Re-
levanz der genomischen Sequenz eines jeden Ein-
zelnen eine Frage des Vergleichs einzigartiger Merk-
male ihrer genomischen Sequenz (d. h. deren Geno-
typ) mit Referenzgenomen, die mit bekannten Merk-
malen (d. h. Phanotypen) korreliert sind. Das Problem
des Malistabs und des Durchsatzes wird deutlich,
wenn man bedenkt, dass die Referenzgenome ba-
sierend auf Genotyp-Phanotyp-Korrelationen erstellt
werden, die aus Studien hervorgehen, die in der Re-
gel Tausende von Individuen heranziehen, um sta-
tistisch gtiltig zu sein. So kénnen schlieRlich Milliar-
den von Nukleotiden fir Tausende von Individuen se-
quenziert werden, um irgendeine klinisch relevante
Genotyp-Phanotyp-Korrelation zu identifizieren. Mul-
tipliziert man dies weiter mit der Anzahl an Erkrankun-
gen, Arzneimittelansprechen, und anderen klinisch
relevanten Merkmalen, dann wird der Bedarf an sehr
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preiswerten und schnellen Sequenzierungstechnolo-
gien immer deutlicher.

[0004] Eine Reduzierung der Kosten fur die Se-
quenzierung wird bendtigt, die groRe von Forschern
durchgefiihrte genetische Korrelationsstudien voran-
treibt, und die Sequenzierung im klinischen Umfeld
zur Behandlung von einzelnen Patienten, welche le-
bensverandernde Entscheidungen treffen, zugang-
lich macht. Ausfiihrungsformen der hierin vorgestell-
ten Erfindung erfiillen diesen Bedarf und bieten wei-
tere Vorteile.

KURZZUSAMMENFASSUNG

[0005] Die vorliegende Offenbarung stellt ein Fluid-
system zur Verfigung, das einen Reagenzverteiler,
der eine Vielzahl an Kanalen aufweist, die zur Fluid-
verbindung zwischen einer Fluidkartusche und einem
Einlass einer Flusszelle ausgestaltet sind; eine Viel-
zahl an Reagenzansaugern, die sich abwarts von Off-
nungen in dem Verteiler erstrecken, wobei jeder der
Reagenzansauger ausgestaltet ist, um so in ein Re-
agenzreservoir in einer Reagenzkartusche hinein ge-
bracht zu werden, dass flissiges Reagenz aus dem
Reagenzreservoir in den Ansauger gezogen werden
kann; mindestens ein Ventil, das ausgestaltet ist, um
Fluidverbindung zwischen den Reservoirs und dem
Einlass der Flusszelle zu vermitteln, umfasst.

[0006] Die Offenbarung stellt weiter eine Reagenz-
kartusche zur Verfligung, die eine Vielzahl an Re-
agenzreservoirs umfasst, die ausgestaltet sind, um
gleichzeitig eine Vielzahl an Reagenzansaugern ei-
nes Fluidsystems entlang einer z-Dimension so ein-
zusetzen, dass flussiges Reagenz von dem Re-
agenzreservoir in die Ansauger gezogen werden
kann, wobei die Reagenzreservoirs in x- und y-Di-
mensionen in obersten, mittleren, und untersten Rei-
hen angeordnet sind, wobei Reagenzreservoirs ent-
lang der obersten und untersten Reihe der Kartusche
entlang der z-Dimension tiefer sind als die Reagenz-
reservoirs in einer der mittleren Reihen; und mindes-
tens zwei Verbindungsschlitze umfasst, die ausge-
staltet sind, um in entsprechende Ausrichtungszap-
fen des Fluidsystems zu greifen.

[0007] Ebenfalls wird ein mehrschichtiger diffusi-
onsverbundener Reagenzverteiler zur Verflgung ge-
stellt, der mindestens 10, 15, oder mindestens 20 Off-
nungen aufweist, wobei jede Offnung ausgestaltet ist,
um Reagenz mittels eines Ansaugers aus einem ge-
trennten Reagenzreservoir zu ziehen, wobei die Off-
nungen mittels Fluidkanélen in dem Verteiler in Fluid-
verbindung mit einem oder mehreren Kanélen einer
Flusszelle stehen.

[0008] Die Einzelheiten einer oder mehrerer Ausfiih-
rungsformen sind in den beigefiigten Zeichnungen
und der nachstehenden Beschreibung dargelegt. An-
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dere Merkmale, Aufgaben und Vorteile werden aus
der Beschreibung und den Zeichnungen und aus den
Anspriichen offensichtlich.

KURZBESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0009] Fig. 1A zeigt ein Fluidsystem mit Reagenz-
ansaugern, die mit einer Reagenzkartusche zusam-
menwirken.

[0010] Fig. 1B zeigt eine isometrische Ansicht einer
Verteileranordnung und zeigt ein Beispiel einer An-
ordnung von Fluidkanélen innerhalb des Verteilers.

[0011] Fig. 2 zeigt eine perspektivische Vorderan-
sicht einer Verteileranordnung mit Reagenzansau-
gern, Ventilen und Ausrichtungszapfen. Es zeigt auch
Ansauger mit unterschiedlichen Léangen.

[0012] Fig. 3 zeigt eine Draufsicht einer Verteileran-
ordnung, die eine mdgliche Anordnung der Fluidka-
nale innerhalb des Verteilers anzeigt.

[0013] Fig. 4 zeigt eine Querschnittsansicht von Ka-
nalen innerhalb eines Verteilers, darunter eine Quer-
schnittsansicht einer Zwischenspeicherleitung, und
eines nicht-Zwischenspeicher-Fluidkanals.

[0014] Fig. 5 zeigt eine Vielzahl von Verbindungs-
sticken zum Verbinden einer Reagenzdffnung mit
zwei Ventilen.

[0015] Fig. 6 zeigt eine Querschnittsansicht einer
Reagenzkartusche, die Vertiefungen unterschiedli-
cher Tiefe hat.

[0016] Fig. 7A zeigt eine vereinfachte Draufsicht von
Zwischenspeicherleitungen in einer Verteileranord-
nung gemaf einer Ausfihrungsform.

[0017] Fig. 7B zeigt verschiedene Stadien der Re-
agenzwiederverwendung in einem Verfahren, das
gegenseitigen Reagenzfluss aus einer Zwischen-
speicherleitung in eine Flusszelle, gefolgt von der teil-
weisen Befiillung der Zwischenspeicherleitung aus
der Flusszelle verwendet.

[0018] Fig. 8 zeigt eine Draufsicht einer Reagenz-
tragerverbindung, die Reagenzvertiefungen und Ver-
bindungsschlitze fiir Ausrichtungszapfen.

[0019] Fig. 9 zeigt ein Stromungsdiagramm flr ein
Fluidsystem.

[0020] Fig. 10 zeigt eine Detailansicht der Reagenz-
ansauger einschlief3lich eines nachgiebigen Ansau-
gers und eines durchstoRenden Ansaugers.
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AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG

[0021] Diese Offenbarung stellt Fluidsysteme und
Verfahren zur Verfigung, um einer Kammer wie et-
wa einer Flusszelle Reagenzien zur Verfliigung zu
stellen. Eine besonders nitzliche Anwendung ist die
Detektion einer immobilisierten biologischen Probe.
Zum Beispiel kénnen die hierin dargelegten Verfah-
ren und Systeme in Nukleinsduresequenzierungsan-
wendungen verwendet werden. Eine Vielzahl an Nu-
kleinsduresequenzierungstechniken, die optisch und
nicht optisch detektierbare Proben und/oder Reagen-
zien verwenden, kdnnen verwendet werden. Diese
Techniken sind besonders gut fir die Verfahren und
Vorrichtungen der vorliegenden Offenbarung geeig-
net und heben daher verschiedene Vorteile flr be-
stimmte Ausflihrungsformen der Erfindung hervor.
Einige dieser Vorteile sind nachfolgend zum Zwecke
der Veranschaulichung dargelegt, und obwohl Nu-
kleinsduresequenzierungsanwendungen beispielhaft
veranschaulicht sind, kénnen die Vorteile auch auf
andere Anwendungen erweitert werden.

[0022] Die hierin dargelegten Fluidsysteme sind be-
sonders nitzlich mit allen Detektionsvorrichtungs-
anordnungen und Sequenzierungsverfahren, die in
US Patentanmeldung mit der Anmeldungsnummer
13/766,413, eingereicht am 13. Februar 2013, mit
dem Titel INTEGRATED OPTOELECTRONIC RE-
AD HEAD AND FLUIDIC CARTRIDGE USEFUL
FOR NUCLEIC ACID SEQUENCING”, dargelegt
sind. Deren Inhalt wird durch Bezugnahme in seiner
Gesamtheit aufgenommen.

[0023] In bestimmten Ausfiihrungsformen kann ei-
ne Probe, die detektiert werden soll, in einer Detek-
tionskammer mittels eines wie hierin bereitgestellten
Fluidsystems zur Verfligung gestellt werden. Bei dem
spezielleren Beispiel einer Nukleinsauresequenzie-
rungsanwendung kann das Fluidsystem eine Vertei-
leranordnung umfassen, die in Fluidverbindung an-
geordnet sein kann mit einem oder mehreren Reser-
voirs zur Aufnahme von Sequenzierungsreagenzien,
Reservoirs zur Aufnahme der Probenvorbereitungs-
reagenzien, Reservoirs zur Aufnahme von Abfallpro-
dukten, die wahrend der Sequenzierung erzeugt wer-
den, und/oder mit Pumpen, Ventilen und anderen
Komponenten, die in der Lage sind Fluide durch eine
Flusszelle zu bewegen.

[0024] In bestimmten Ausflihrungsformen kann ein
Fluidsystem so ausgestaltet werden, dass eine Wie-
derverwendung eines oder mehrerer Reagenzien er-
mdglicht wird. Zum Beispiel kann das Fluidsystem
so ausgestaltet werden, dass ein Reagenz zu einer
Flusszelle geliefert wird, dann das Reagenz aus der
Flusszelle entfernt wird, und dann das Reagenz der
Flusszelle wieder zugefuhrt wird. Ein Vorteil der Wie-
derverwendung von Reagenzien ist es, Abfallvolu-
men zu reduzieren und die Kosten von Verfahren, die
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teure Reagenzien und/oder Reagenzien verwenden,
die bei hohen Konzentrationen (oder in grofien Men-
gen) geliefert werden, zu reduzieren. Reagenzwie-
derverwendung nutzt die Erkenntnis, dass Reagenz-
abreicherung nur oder in erster Linie an der Flusszel-
lenoberflache auftritt und damit ein Grofteil des Re-
agenz ungenutzt bleibt und wiederverwendet werden
kann.

[0025] Fig. 1A zeigt ein beispielhaftes Fluidsystem
100, das Reagenzansauger 103 und 104 und Ventile
102 hat, das Vorteile der Fluidsysteme ausnutzt, die
durch die hierein dargelegten Ausflihrungsformen zur
Verfugung gestellt werden. Das Fluidsystem 100 um-
fasst eine Verteileranordnung 101, die verschiedene
angebrachte Komponenten enthalt einschliel3lich bei-
spielsweise Reagenzansauger, Ventile, Kanale, Re-
servoirs und ahnliches. Eine Reagenzkartusche 400
ist vorhanden, die Reagenzreservoirs 401 und 402
hat, die ausgestaltet sind, um gleichzeitig einen Satz
Reagenzansauger entlang einer z-Dimension so ein-
zusetzen, dass flissiges Reagenz von den Reagenz-
reservoirs in die Ansauger 103 und 104 gesaugt wer-
den kann.

[0026] In Fig. 1B ist eine beispielhafte Verteileran-
ordnung 101 gezeigt, die verwendet werden kann, um
einer Flusszelle flissige Reagenzien von Reagenz-
reservoirs zur Verfiigung zu stellen. Der Verteiler um-
fasst Reagenzansauger 103 und 104, die sich in ei-
ner Dimension z abwérts von den Offnungen in dem
Verteiler erstrecken. Die Reagenzansauger 103 und
104 kdnnen in einem oder mehreren Reagenzreser-
voirs (nicht gezeigt) in einer Reagenzkartusche an-
geordnet sein. Der Verteiler umfasst auch Kanale
107, die die Reagenzansauger 103 mit einem Ven-
til 102 und einem Ventil 109 in Fluidverbindung brin-
gen. Die Reagenzansauger 103 und 104, die Kanale
107 und das Ventil 102 vermitteln die Fluidverbindung
zwischen den Reagenzreservoirs und der Flusszelle
(nicht gezeigt). Ventile 102 und 109 kénnen einzeln,
oder in Verbindung, Ansauger 103 oder 104 auswah-
len, und durch Kanéle wie etwa 107 Fluidverbindung
zwischen den Reagenzreservoirs und der Flusszelle
(nicht gezeigt) vermitteln.

[0027] Die in Fig. 1A und Fig. 1B gezeigten Vorrich-
tungen sind beispielhaft. Weitere beispielhafte Aus-
fuhrungsformen der Verfahren und der Vorrichtung
der vorliegenden Offenbarung, die alternativ oder zu-
séatzlich zu dem Beispiel der Fig. 1A und Fig. 1B ver-
wendet werden kénnen, sind ausflihrlicher weiter un-
ten dargelegt.

[0028] Fig. 2 zeigt eine weitere beispielhafte Ver-
teileranordnung, die Reagenzansauger und Ventile
hat. Der Verteiler hat Ausrichtungszapfen 105, die
von dem Verteiler in einer Achse parallel zu den Re-
agenzansaugern abwarts hervorstehen. Die Ausrich-
tungszapfen 105 sind entlang der z-Dimension lan-
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ger im Vergleich mit den Reagenzansaugern, obwohl
sie in alternativen Ausfihrungsformen auch gleich
lang oder kurzer sein kénnen. Die Ausrichtungszap-
fen 105 sind so ausgestaltet, dass sie in eine oder
mehrere entsprechende Verbindungsschlitze auf ei-
ner Reagenzkartusche greifen (nicht gezeigt). Die
Reagenzansauger 103 und 104 sind mit dem Ver-
teiler Gber Offnungen 106, die in dem Verteilerkor-
per untergebracht sind, gekoppelt. Reagenzansau-
ger 104 sind im Vergleich mit Reagenzansaugern
103 langer, um Flissigkeit aus den Reagenzreser-
voirs mit unterschiedlicher Tiefe, die der Tiefe des
Reagenzansaugers 103 oder 104 entspricht, zu sau-
gen. In alternativen Ausfiihrungsformen kénnen die
Ansauger 103 und 104 von gleicher Lange sein, oder
die beherrschenden Langen tauschen.

[0029] In Fig. 2 sind auch Kanéle 107A und 107B
gezeigt, die auf getrennten x-y Ebenen liegen. Ge-
trennte Kanale 107A und 107B kdnnen von einem
Kanal abstammen, der sich dann an einem T-Ver-
bindungsstiick 109 verzweigt, wodurch viele auf ge-
trennten Ebenen liegende Kanéle erzeugt werden.
Der Verteiler leitet flissiges Reagenz von einem An-
sauger zu einem oder mehreren Ventilen, indem die
Kanéle, die mit einem bestimmten Ventil 102 verbun-
den sind, entweder komplett auf derselben Ebene A,
oder einer Kombination von Ebene A und B unter-
gebracht sind, wahrend Kanale, die mit einem belie-
bigen weiteren Ventil verbunden sind, diese Eigen-
schaft des Ursprungs auf derselben Ebene oder auf
verschiedenen Ebenen teilen kénnen.

[0030] Fig. 3 zeigt eine Draufsicht einer Verteileran-
ordnung 101, die eine mdgliche Anordnung von Fluid-
kanalen innerhalb des Verteilers zeigt. Fluidkanale
107A und 107B stammen von einer einzelnen Off-
nung 106 ab und verbinden Offnung 106 entweder
mit Ventil 102A oder 102B. Bestimmte Kanéle schlie-
Ren ein Zwischenspeicherreservoir 108 ein, welches
ein ausreichendes Volumen hat, um einer Menge an
flissigem Reagenz zu ermdglichen, von der Flusszel-
le (nicht gezeigt) so zum Zwischenspeicherreservoir
108 zu flieBen, dass das flissige Reagenz von der
Flusszelle nicht zurlick zum Reagenzreservoir gelei-
tet wird, nachdem es die Flusszelle kontaktiert hat. In
Fig. 3 werden auch beispielhafte Anordnungen eines
oder mehrerer Ausrichtungszapfen 105 gezeigt. Die
in Fig. 3 gezeigte Verteileranordnung schlief3t auch
Einlassoffnungen 111 fiir gemeinsam benutzte Puffer
ein. Jedes der Ventile 102A und 102B ist mit Einlas-
soffnungen, die jeder Reagenzéffnung 106 entspre-
chen, und mit gemeinsamen Auslasséffnungen 112
und 110 ausgestaltet, die mit einer Flusszelle und ei-
ner Abfalléffnung 113 und 109 in Fluidverbindung ste-
hen, welche in Fluidverbindung mit einem Abfallbe-
halter stehen.

[0031] Wie in den obigen beispielhaften Ausfih-
rungsbeispielen gezeigt, kann ein Fluidsystem zur
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Lieferung von Reagenzien aus einer Reagenzkartu-
sche an eine Flusszelle einen Reagenzverteiler um-
fassen, der eine Vielzahl von Kanélen aufweist, die
zur Fluidverbindung zwischen einer Reagenzkartu-
sche und einem Einlass einer Flusszelle ausgestal-
tet sind. Verwendung eines Verteilers in Fluidsyste-
men bietet mehrere Vorteile gegeniiber der Verwen-
dung von Schlauchverbindungen allein. Zum Beispiel
reduziert ein Verteiler mit fixierten Kanalen die Wahr-
scheinlichkeit von Fehlern bei der Montage, wie et-
wa das fehlerhafte Anbringen von Schlauchverbin-
dungen, sowie ein zu starkes oder zu schwaches An-
ziehen der Verbindungen. Zuséatzlich liefert ein Ver-
teiler Wartungsfreundlichkeit, so dass beispielsweise
ein schneller Austausch einer gesamten Einheit an-
statt zeitintensiver Prifung und Austausch einzelner
Leitungen mdglich ist.

[0032] Der eine oder die mehreren Kanale des Ver-
teilers kann eine Fluidbahn durch festes Material um-
fassen. Die Bahn kann jeglichen Durchmesser ha-
ben, um das gewtinschte Ausmal an Fluidtransfer
durch die Bahn zu ermdglichen. Die Bahn kann ei-
nen inneren Durchmesser von zum Beispiel weniger
als 0,1 mm, 0,2 mm, 0,3 mm, 0,4 mm, 0,5 mm, 0,6
mm, 0,7 mm, 0,8 mm, 0,9 mm, 1 mm, 2 mm, 3 mm,
4 mm, 5 mm, 6 mm, 7 mm, 8 mm, 9 mm oder weni-
ger als 10 mm Durchmesser haben. Die Bahngestal-
tung kann zum Beispiel gerade oder kurvig sein. Al-
ternativ oder zuséatzlich kann die Bahn eine Kombi-
nation von kurvigen und geraden Abschnitten haben.
Der Querschnitt der Bahn kann zum Beispiel recht-
eckig, rund, oder ,D”-férmig sein, oder jede andere
Form haben, die ein gewiinschtes Ausmal} an Fluid-
transfer durch die Bahn erlaubt. Fig. 4 veranschau-
licht eine Fluidbahn durch einen Verteilerkérper und
zeigt eine Querschnittsansicht einer Bahn 302. Der in
Fig. 4 gezeigte beispielhafte Kanal 302 hat einen ,D”-
férmigen Querschnitt, der durch einen Halbkreis mit
0,65 mm Durchmesser verbunden mit einem zuséatz-
lichen 0,65 mm x 0,325 mm Rechteck gebildet ist.

[0033] Der Kanal zwischen dem Ansauger und dem
Ventil kann vollstandig innerhalb des Verteilerkér-
pers untergebracht werden. Alternativ oder zusatz-
lich kann der Kanal einen oder mehrere Abschnit-
te umfassen, die aullerhalb des Verteilers liegen.
Beispielsweise kdénnen Schlauche, wie etwa flexi-
ble Schlduche, einen Abschnitt der Fluidbahn mit ei-
nem anderen Abschnitt der Bahn auf dem Vertei-
ler verbinden. Alternativ oder zusatzlich kdnnen flexi-
ble Schlduche eine Flusszelle mit befestigten Fluid-
komponenten des Systems, wie beispielsweise Pum-
pen, Ventilen, Sensoren und Messgeraten verbinden.
Als ein Beispiel kénnen flexible Schlduche verwendet
werden, um eine Flusszelle oder einen Kanal des vor-
liegenden Systems mit einer Pumpe, wie etwa einer
Spritzenpumpe oder einer peristaltischen Pumpe, zu
verbinden.
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[0034] Der Verteilerkérper kann zum Beispiel aus je-
dem geeigneten festen Material hergestellt sein, das
in der Lage ist, einen oder mehrere Kanéle in sich zu
tragen. Somit kann der Verteilerkérper ein Harz wie
etwa Polycarbonat, Polyvinylchlorid, DELRIN® (Poly-
oxymethylen); HALAR®; PCTFE (PolyChlorTriFluor-
Ethylen); PEEK™ (Polyetheretherketon); PK (Polyke-
ton); PERLAST®; Polyethylen; PPS (Polyphenylen-
sulfid); Polypropylen; Polysulfon; FEP; PFA; Hochrei-
nes PFA; RADEL® R; 316 Edelstahl; TEFZEL® ETFE
(Ethylentetrafluorethylen); TPX® (Polymethylpenten);
Titan; UHMWPE (Ultra High Molecular Weight Poly-
ethylen); ULTEM® (Polyetherimid); VESPEL® oder je-
des andere geeignete feste Material sein, das mit den
Lésungsmitteln und Fluiden, die durch die Kanéle des
Verteilers in den hierin vorgestellten Ausfihrungsfor-
men transportiert werden, kompatibel ist. Der Vertei-
lerkdrper kann aus einem einzigen Materialstlick ge-
fertigt sein. Alternativ oder zuséatzlich kann der Vertei-
lerkdrper aus vielen Schichten, die miteinander ver-
bunden sind, gefertigt sein. Verfahren zum Verbinden
schlieBen zum Beispiel die Verwendung von Kleb-
stoffen, Dichtungen, und Diffusionsverbinden ein. Die
Kanale kénnen in dem festen Material durch jedes
geeignete Verfahren erzeugt werden. Zum Beispiel
kénnen die Kandle in das feste Material gebohrt, ge-
atzt oder gemahlen werden. Kanéle kénnen in dem
festen Material erzeugt werden bevor viele Schich-
ten miteinander verbunden werden. Alternativ oder
zusétzlich kénnen Kanale nach dem Verbinden der
Schichten erzeugt werden.

[0035] Fig. 5 zeigt eine Vielzahl an Verbindungssti-
cken 300 zum Verbinden einer Reagenzéffnung 301
mit zwei Ventilen. In jedem in Fig. 5 gezeigten Bei-
spiel steht die Offnung 301 mit einem Kanal 302 in
Fluidverbindung, der sich in zwei Kanéle 302A und
302B verzweigt, wobei jeder Kanal ein unterschiedli-
ches Ventil versorgt. In der ersten Ausgestaltung teilt
das Verbindungsstiick den Fluidstrom von Offnung
301 zu Kanalen 302A und 302B auf getrennten Ebe-
nen des Verteilers. In der zweiten und dritten in Fig. 5
gezeigten Ausgestaltung umfasst das Verbindungs-
stlick 300 einen abgerundeten Rechteckteiler 303 in-
nerhalb einer Ebene oder einen komplett runden Tei-
ler 304 innerhalb einer Ebene des Verteilers.

[0036] Die hierein vorgestellten Verteileranordnun-
gen sind fur die Lieferung von flissigen Reagenzi-
en von einer Reagenzkartusche an eine Flusszelle
ausgestaltet. Somit kann der Verteiler jegliche An-
zahl von Offnungen haben, die mit Reagenzansau-
gern gekoppelt sind. Die Anzahl der Offnungen kann
insbesondere mit der Anzahl und Ausgestaltung der
Reagenzreservoirs in der Reagenzkartusche Uber-
einstimmen. In einigen Ausflihrungsformen weist der
Verteiler mindestens 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, oder mindestens
30 Offnungen auf, wobei jede Offnung ausgestaltet
ist, um einen Reagenzansauger mit einem Kanal, der
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in Fluidverbindung mit dem mindestens einem Ventil
steht, zu koppeln.

[0037] Die hierein vorgestellten Fluidsysteme kon-
nen auch eine Reihe von Ansaugerréhrchen umfas-
sen, die sich abwarts entlang der z-Dimension von
Offnungen in dem Verteiler erstrecken, wobei jeder
der Reagenzansauger ausgestaltetet ist, um in ein
Reagenzreservoir in einer Reagenzkartusche einge-
setzt werden zu kdnnen, so dass flissiges Reagenz
von dem Reagenzreservoir in die Ansauger gesaugt
werden kann. Die Reagenzansauger kdnnen bei-
spielsweise einen réhrenférmigen Kérper mit einem
proximalen Ende und einem distalen Ende aufwei-
sen. Das distale Ende kann sich zu einer scharfen
Spitze verjingen, die ausgestaltet ist, um einen Film
oder eine Folienschicht, die als Abdichtung eines Re-
agenzreservoirs in einer Reagenzkartusche verwen-
det wird, zu durchstolRen. Verschiedene beispielhafte
Ansaugerspitzen werden in Fig. 10 gezeigt. Die Re-
agenzansauger kénnen zum Beispiel mit einem ein-
zelnen durch den réhrenférmigen Koérper von dem
distalen zu dem proximalen Ende laufenden Lumen
versehen sein. Das Lumen kann so ausgestaltet sein,
dass Fluidverbindung zwischen der Reagenzkartu-
sche an dem einen Ende des Ansaugers und dem
Reagenzverteiler an dem anderen Ende des Ansau-
gers zur Verfigung gestellt wird. Wie in der beispiel-
haften Fig. 2 gezeigt sind die Reagenzansauger 103
und 104 mit dem Verteiler (iber Offnungen 106, die in
dem Verteilerkdrper untergebracht sind, gekoppelt.

[0038] In einigen wie in Fig. 2 veranschaulich-
ten Ausflhrungsformen hat eine Teilmenge der Re-
agenzansauger eine Lange, die kirzer ist als die
anderer Reagenzansauger. Zum Beispiel kann die
Lange der Teilmenge um mindestens 1, 1,2, 1,3, 1,
4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, oder mindestens 2,0 mm
kiirzer sein als die der anderen Reagenzansauger.
Der Verteiler und die Reagenzansauger kénnen in
einer Vorrichtung verwendet werden, welche einen
Hebemechanismus hat, der ausgestaltet ist, um ei-
ne Reagenzkartusche bidirektional entlang der z-Di-
mension so zu bewegen, dass die Reagenzansau-
ger in entsprechende Vertiefungen oder Reservoirs
in der Reagenzkartusche eingefiihrt werden. In be-
stimmten Ausfihrungsformen kénnen die Reagenz-
vertiefungen mit Schutzfolien abgedeckt sein. Somit
ist ein Vorteil der Bereitstellung von Ansaugern un-
terschiedlicher Léange eine Verringerung der Kraft,
die von dem Hebemechanismus gefordert wird, um
eine Foliendurchstol3kraft zu bieten, wenn eine Re-
agenzkartusche in Kontakt mit den durchstofl3enden
Ansaugern gebracht wird. Der Unterschied in der An-
saugerlange kann vorteilhaft der Tiefe der Reagenz-
vertiefungen in der Reagenzkartusche entsprechen,
so dass jeder Ansauger eine gewinschte Tiefe in
seiner entsprechenden Reagenzvertiefung erreicht
wenn die Ansauger und die Kartusche in einer voll-
sténdig eingeflihrten Stellung sind.
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[0039] Die Ansauger kdnnen aus jedem geeigneten
Material gebildet sein, das Fluidtransfer durch ein Lu-
men ermdglicht, und kompatibel mit den Ldsungs-
mitteln und Fluiden ist, die durch die Kanéle in den
hierin vorgestellten Ausfiihrungsformen des Vertei-
lers transportiert werden. Die Ansauger kénnen aus
einem einzigen Rdéhrchen gebildet sein. Alternativ
oder zusatzlich kénnen ein oder mehrere Ansauger
aus vielen Segmenten hergestellt sein, die zusam-
men einen Ansauger von gewinschter Lange und
Durchmesser bilden.

[0040] In einigen Ausfiihrungsformen umfasst min-
destens einer der Reagenzansauger eine nachgiebi-
ge Spitze, die ausgestaltet ist, um sich zu biegen,
wenn die Spitze auf den Boden einer Reagenzvertie-
fung in einer Reagenzkartusche trifft. Durch Biegen
oder Verformen erméglicht eine nachgiebige Spitze
es dem Lumen des Ansaugers sich der Reagenz-
vertiefung stéarker zu nédhern oder sogar den unte-
ren Rand der Reagenzvertiefung zu berihren, wo-
durch das Evakuierungsvolumen in der Reagenz-
vertiefung verringert oder sogar beseitigt wird. Eine
nachgiebige Spitze kann besonders vorteilhaft sein
fur die Aufnahme einer Probe oder Reagenz, wo klei-
ne Volumen verwendet werden, oder in Situationen,
wo es erwinscht ist, dass der grofte Teil der oder
die gesamte FlUssigkeit in einem Reagenzreservoir
aufgenommen wird. Der Korper des Ansaugers, der
eine nachgiebige Spitze hat, kann vollstédndig aus
demselben flexiblen Material wie die Spitze herge-
stellt sein. Alternativ oder zusatzlich kann der Kor-
per des Ansaugers aus einem unterschiedlichen Ma-
terial als die Spitze hergestellt sein. Die nachgiebige
Spitze kann aus jedem geeigneten Material so her-
gestellt sein, dass die nachgiebige Spitze sich verfor-
men oder zurlickweichen kann, wenn sie in Kontakt
mit dem Boden eines Reagenzreservoirs gebracht
wird. Einige geeignete Materialien umfassen polyme-
re und/oder synthetische Schaumstoffe, Gummi, Si-
likone und/oder Elastomere, einschliellich thermo-
plastischer Polymere wie etwa Polyurethan.

[0041] Die hierin vorgestellten Fluidsysteme kénnen
auch zum Beispiel Pumpen und Ventile umfassen,
die selektiv betreibbar sind zum Steuern der Fluidver-
bindung zwischen den Reservoirs und dem Einlass
der Flusszelle. Wie durch die in den Fig. 2 und Fig. 3
gezeigte Verteilereinheit veranschaulicht, kbnnen die
Kanalausgange des Verteilers ausgestaltet sein, um
sich mit entsprechenden Einlasséffnungen an dem
einen oder mehreren Ventilen zu verbinden, so dass
jeder Reagenzkanal in Fluidverbindung mit einer Ein-
lasséffnung auf dem Ventil steht. Somit kénnen tber
die Reagenzkanéle des Verteilers eine oder mehrere
oder alle Einlassoffnungen in Fluidverbindung mit ei-
nem Reagenzansauger stehen. Jeder des einen oder
der mehreren Ventile kann mit einer gemeinsamen
Ausgangsoéffnung (110, 112) ausgestaltet sein, die ei-
ne Fluidverbindung zu einem Einlass einer oder meh-
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rerer Bahnen auf einer Flusszelle herstellt. Alternativ
oder zuséatzlich kann jedes der ein oder der mehreren
Ventile mit einer Abfalléffnung (109, 113) ausgestal-
tet sein, die in Fluidverbindung mit einem oder meh-
reren Abfallbehaltern steht.

[0042] In Ausfluhrungsformen, wo das Fluidsystem
mindestens ein erstes Ventil und ein zweites Ventil
aufweist, kann jedes Ventil ausgestaltet sein, dass
gleichzeitig getrennte Reagenzien zu einem ersten
Kanal beziehungsweise einem zweiten Kanal einer
Flusszelle geliefert werden. Somit kann ein Ventil ein
Reagenz zu einem ersten Flusszellenkanal liefern,
wahrend das zweite Ventil gleichzeitig ein anderes
Reagenz zu einem zweiten Flusszellenkanal liefern
kann. Wie in den in Fig. 9 gezeigten beispielhaften
Ausfuhrungsformen, steht Ventil A (VA) in Fluidver-
bindung mit Einlass V1 der Flusszelle, der ein Ver-
teiler zum Liefern von Reagenzien an Bahn 1 und
Bahn 3 ist. In &hnlicher Weise steht das Ventil B (VB)
in Fluidverbindung mit dem Einlass V2, der sich an
dem gegenuberliegenden Ende der Flusszelle befin-
det, und die Reagenzien an Bahn 2 und Bahn 4 lie-
fert. Einlasse V1 und V2 befinden sich an gegentiiber-
liegenden Enden der Flusszelle und die Richtung der
Reagenzstromung findet in entgegengesetzten Rich-
tungen fur die Bahnen 1 und 3 im Vergleich zu den
Bahnen 2 und 4 statt.

[0043] Die hierin beschriebenen Fluidsysteme kon-
nen vorteilhaft zur Fluidmanipulierung der Flusszel-
lenkanéle wahrend der Nukleinsduresequenzierung
verwendet werden. Genauer gesagt kann ein hier-
in beschriebenes Fluidsystem operativ mit einer zur
Detektion von Nukleinsduremerkmalen in der Fluss-
zelle durch die Detektionsvorrichtung ausgestalte-
ten Detektionsvorrichtung verbunden sein. In eini-
gen Ausfuhrungsformen kann die Detektionsvorrich-
tung eine Vielzahl an Mikrofluorometern aufweisen,
wobei alle Mikrofluorometer ein zur Weitfeldbilder-
fassung in einer Bildebene in x- und y-Dimension
ausgestaltetes Objektiv aufweisen. Die hierein dar-
gelegten Fluidsysteme sind besonders nitzlich mit
jeglicher Detektionsvorrichtungsausgestaltung, die in
US Patentanmeldung mit der Anmeldungsnummer
13/766,413, eingereicht am 13. Februar, 2013 mit
dem Titel INTEGRATED OPTOELECTRONIC RE-
AD HEAD AND FLUIDIC CARTRIDGE USEFUL
FOR NUCLEIC ACID SEQUENCING” dargelegt ist.
Deren Inhalt wird durch Bezugnahme in seiner Ge-
samtheit aufgenommen.

[0044] Als ein Beispiel in besonderen Nukleinsaure-
sequenzierungsausflihrungsformen kann eine Fluss-
zelle, die eine Vielzahl von Kanalen enthalt, in einer
versetzten Art und Weise fluidmanipuliert und optisch
detektiert werden. Insbesondere kdnnen die Fluidma-
nipulierungen auf einer ersten Teilmenge von Kanéa-
len in der Flusszelle durchgefiihrt werden, wahrend
optische Detektion auf einer zweiten Teilmenge von
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Kanalen erfolgt. Zum Beispiel kénnen in einer Ausge-
staltung mindestens vier lineare Kanale parallel zu-
einander in der Flusszelle angeordnet sein (z. B. kdn-
nen 1 bis 4 Kandle in aufeinanderfolgenden Reihen
angeordnet sein). Fluidmanipulierungen kénnen an
jedem zweiten Kanal (z. B. Kanalen 1 und 3) durch-
gefuihrt werden, wéhrend Detektion auf den anderen
Kanélen (z. B. Kanalen 2 und 4) erfolgt. Dieser beson-
deren Ausgestaltung kann Rechnung getragen wer-
den, in dem ein Lesekopf verwendet wird, der De-
tektoren hat, die in einer beabstandeten Ausgestal-
tung so angeordnet sind, dass die Objektive auf je-
den zweiten Kanal der Flusszelle gerichtet sind. In
diesem Fall kdnnen Ventile betétigt werden, um die
Reagenzstrdomung einen Sequenzierungszyklus lang
in alternierende Kanale zu leiten, wahrend die Kana-
le, die detektiert werden, in einem Detektionszustand
gehalten werden. In diesem Beispiel kann ein erster
Satz alternierender Kanale Flieschritten eines ers-
ten Sequenzierungszyklus unterzogen werden, und
ein zweiter Satz alternierender Kanale Detektions-
schritten eines zweiten Sequenzierungszyklus unter-
zogen werden. Sobald die Flielschritte des ersten
Zyklus abgeschlossen sind und die Detektionsschrit-
te des zweiten Zyklus abgeschlossen sind, kann der
Lesekopf (z. B. entlang der x-Dimension) zu dem
ersten Satz alternierender Kanale hiniibergeschoben
werden und Ventile kénnen betétigt werden, um Se-
quenzierungsreagenzien zu dem zweiten Satz Ka-
nale zu liefern. Dann kénnen Detektionsschritte fur
den ersten Zyklus (in dem ersten Satz Kanéle) ab-
geschlossen werden und FlieRschritte fiir einen drit-
ten Zyklus (in dem zweiten Satz Kanéle) kénnen er-
folgen. Die Schritte kdnnen auf diese Weise mehrere
Male wiederholt werden, bis eine gewiinschte Anzahl
an Zyklen durchgefihrt worden ist oder bis das Se-
quenzierungsverfahren abgeschlossen ist.

[0045] Ein Vorteil der oben dargelegten versetzten
FlieB3- und Detektionsschritte ist es, einen schnelleren
kompletten Sequenzierungsdurchlauf zur Verfligung
zu stellen. In dem obigen Beispiel wird der schnel-
lere Sequenzierungsdurchlauf ein Ergebnis der ver-
setzten Ausgestaltung sein (verglichen mit der paral-
lelen Fluidmanipulierung aller Kanéle gefolgt von ei-
ner parallelen Detektion aller Kanéle) wenn die fur
die Fluidmanipulierung benétigte Zeit etwa gleich der
fur die Detektion benétigen Zeit ist. Selbstverstand-
lich kann in Ausfihrungsformen, wo der Zeitablauf
der Detektionsschritte nicht der gleiche ist wie der
Zeitablauf der FlieRschritte, die versetzte Ausgestal-
tung von jedem zweiten Kanal zu einem passenderen
Muster abgeandert werden, um dem parallelen Scan-
nen einer Teilmenge Kanéle, wahrend eine weitere
Teilmenge die FlieRschritte durchlauft, Rechnung zu
tragen.

[0046] Ein zusatzlicher Vorteil dazu, Fluidstrémung
in entgegengesetzten Richtungen zu haben, ist es,
ein Mittel zum Vergleich der Leistung eines einzelnen
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Mikrofluorometers zur Verfligung zu stellen. Zum Bei-
spiel kann es, wo viele Mikrofluorometer pro Fluss-
zellbahn verwendet werden, schwierig sein, zu un-
terscheiden, ob verringerte Mikrofluorometerleistung
durch den Detektor verursacht ist oder durch einen
von einem Ende der Bahn zum anderen verringerten
chemischen Wirkungsgrad. Indem man eine entge-
gengesetzte Flissigkeitsstromung hat, kann die Mi-
krofluorometerleistung Uber alle Bahnen verglichen
werden, wodurch effizient unterschieden wird, ob die
verringerte Leistung auf das Mikrofluorometer zu-
ruckzufuhren ist oder nicht.

[0047] Ein Strémungsdiagramm fir ein beispielhaf-
tes Fluidsystem ist in Fig. 9 gezeigt. Flusszelle 2020
hat vier Bahnen, die jeweils in Fluidverbindung mit ei-
ner von zwei einzelnen Fluidleitungen FV und RV ste-
hen, die einzeln durch Einlassventile VA und VB be-
tatigt werden. Einlassventil VA und Einlassventil VB
kontrollieren die Fluidstrdomung von den Probenreser-
voirs, SBS-Reagenzreservoirs und Amplifikationsre-
agenzreservoirs in Reagenzkartusche oder -trager
2035, die oder der in Fluidverbindung mit verschie-
denen Offnungen innerhalb des Reagenzverteilers
2030 steht.

[0048] Fluidstrdomung durch das System von Fig. 9
wird durch zwei getrennte Spritzenpumpen 2041 und
2042 angetrieben. Die Spritzenpumpen sind ange-
ordnet um Fluide durch das Fluidsystem zu ziehen
und jede Pumpe kann einzeln durch Ventile 2051
und 2052 betatigt werden. Somit kann die Strdmung
durch jeden Kanal der Flusszelle einzeln durch eine
zugehorige Druckquelle kontrolliert werden. Ventile
2051 und 2052 sind auch ausgestaltet um Fluidstro-
mung zu dem Abfallreservoir 2060 zu kontrollieren.

[0049] Fig. 9 veranschaulicht ein Fluidsystem, in
welches Fluide durch den Einsatz von stromabwarts
gelegenen Spritzenpumpen gezogen werden. Es ver-
steht sich, dass ein nitzliches Fluidsystem ande-
re Arten von Vorrichtungen anstelle von Spritzen-
pumpen verwenden kann, um FlUssigkeiten anzutrei-
ben, einschliellich zum Beispiel positiven oder ne-
gativen Drucks, Schlauchpumpe, Membranpumpe,
Kolbenpumpe, Zahnradpumpe, oder archimedischer
Schraube. Dariiber hinaus kénnen diese und andere
Vorrichtungen ausgestaltet sein, um Fluide von einer
mit Bezug auf eine Flusszelle stromabwartigen Posi-
tion aus zu ziehen oder um Fluide von einer strom-
aufwartigen Position aus zu schieben.

[0050] Fig. 9 veranschaulicht auch die Verwendung
von zwei Spritzenpumpen flr vier Kanale einer Fluss-
zelle. Somit umfasst das Fluidsystem eine Anzahl an
Pumpen, die kleiner ist als die Anzahl an verwende-
ten Kanalen. Es versteht sich, dass ein Fluidsystem,
das in einer Fluidkartusche der vorliegenden Offen-
barung nitzlich ist, jegliche Anzahl an Pumpen haben
kann, zum Beispiel eine gleichwertige oder kleinere
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Anzahl an Pumpen (oder anderer Druckquellen) als
die Anzahl an verwendeten Kanalen. Zum Beispiel
kdnnen einige Kanéle mit einer gemeinsamen Pumpe
in Fluidverbindung stehen, und ein Ventil kann ver-
wendet werden, um Fluidstrémung durch einen ein-
zelnen Kanal zu veranlassen.

[0051] Das in Fig. 9 veranschaulichte Fluidsystem
umfasst auch einen Sensor BUB-4 zur Detektion von
Luftblasen, der entlang des Strémungswegs RV zwi-
schen Ventil VA und Flusszelleneinlass V1 ange-
ordnet ist. Ein zusétzlicher Luftblasensensor BUB-3
ist entlang des Strémungswegs FV zwischen Ventil
VB und Flusszelleneinlass V2 angeordnet. Es ver-
steht sich, dass eine nltzliche Fluidleitung in einem
Fluidsystem der vorliegenden Offenbarung jede An-
zahl an Luftblasensensoren, Druckmessgeraten und
ahnlichem umfassen kann. Die Sensoren und/oder
Messgerate kénnen an jeder beliebigen Stelle ent-
lang eines jeglichen Teils des Strémungsweges des
Fluidsystems angeordnet sein. Zum Beispiel kann
ein Sensor oder Messgerat entlang einer Fluidleitung
zwischen einem der Ventile und der Flusszelle ange-
ordnet sein. Alternativ oder zusatzlich kann ein Sen-
sor oder Messgerat entlang einer Fluidleitung zwi-
schen einem Reagenzreservoir und einem der Venti-
le, zwischen einem Ventil und einer Pumpe, oder zwi-
schen einer Pumpe und einem Auslass oder Reser-
voir wie etwa einem Abfallreservoir angeordnet sein.

[0052] Ein Querschnitt einer beispielhaften Re-
agenzkartusche ist in Fig. 6 gezeigt. Die in Fig. 6
gezeigte Reagenzkartusche 400 umfasst Vertiefun-
gen 401 mit verglichen mit denen der Vertiefun-
gen 402 entlang der z-Dimension abweichenden Tie-
fen. Insbesondere hat die in Fig. 6 veranschaulichte
Reagenzkartusche Vertiefungen, die ausgelegt sind,
um der Lange eines entsprechenden Reagenzansau-
gers (nicht gezeigt) so Rechnung zu tragen, dass je-
der Ansauger eine erwiinschte Tiefe in seiner ent-
sprechenden Vertiefung erreicht, wenn die Ansauger
und die Kartusche in einer vollstandig eingefihrten
Stellung sind. In der in Fig. 6 veranschaulichten Re-
agenzkartusche sind die Vertiefungen in einer Reihe
oder Saule entlang der y-Dimension angeordnet, wo-
bei sich diese Vertiefungen 401 im Aulienbereich der
Reihe oder Saule weiter entlang der z-Dimension ab-
warts erstrecken als diejenigen Vertiefungen 402 im
Innenbereich der Reihe oder Saule. Einige oder alle
Vertiefungen kdnnen abweichende Tiefen haben. Al-
ternativ oder zusatzlich kénnen einige oder alle Ver-
tiefungen dieselbe Tiefe haben. Wenn die Ansauger
und die Kartusche in einer vollstandig eingefihrten
Stellung sind, kann die Eindringtiefe einer beliebigen
Ansaugerspitze (d. h. der Abstand zwischen Boden-
oberflache der Vertiefung und Ende der Ansauger-
spitze) gleichwertig mit der Eindringtiefe einer beliebi-
gen anderen Ansaugerspitze in einer beliebigen an-
deren Vertiefung in der Reagenzkartusche sein. Die
Eindringtiefe einer beliebigen Ansaugerspitze muss
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nicht dieselbe sein wie die Eindringtiefe in eine belie-
bige andere Vertiefung in der Reagenzkartusche. Wo
mindestens einige Reagenzvertiefungen einer unter-
schiedliche Vertiefungstiefe haben, kann die Vertie-
fungstiefe zum Beispiel mindestens 0,2, 0,3, 0,4, 0,
5,0,6,0,7,08,0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6,
1,7, 1,8, 1,9, oder mindestens 2,0 mm kirzer sein
als die anderen Reagenzansauger. Auf &hnliche Wei-
se kann die Eindringtiefe einer beliebigen Ansauger-
spitze, wenn die Ansauger und die Kartusche in ei-
ner vollstandig eingefihrten Stellung sind, um min-
destens 0,2, 0,3,0,4,0,5,0,6,0,7,0,8,0,9,1,0, 1,1, 1,
2,13,1,4,15,1,6,1,7,1,8,1,9, oder um mindestens
2,0 mm von der Eindringtiefe einer beliebigen ande-
ren Ansaugerspitze in der Reagenzkartusche abwei-
chen.

[0053] Eine Draufsicht einer beispielhaften Re-
agenztragerverbindung, welche Reagenzvertiefun-
gen und Verbindungsschlitze fur Ausrichtungszapfen
hat, ist in Fig. 8 gezeigt. Wie in der beispielhaften
Reagenzkartusche 400 in Fig. 8 gezeigt, umfasst die
Kartusche eine Vielzahl an Reagenzreservoirs 401A,
401B, 402A und 402B. Die Reagenzreservoirs in
Fig. 8 sind in x- und y-Dimensionen in Reihen ange-
ordnet. Wie auch in Fig. 8 gezeigt, umfasst die Kar-
tusche Verbindungsschlitze 403 und 404, die ausge-
staltet sind, um in entsprechende Ausrichtungszap-
fen der Verteileranordnung (nicht gezeigt) zu grei-
fen. Die Kartusche kann auch eine Schutzfolie um-
fassen, die eine beliebige Anzahl an Reagenzvertie-
fungen oder -reservoirs abdeckt, welche durch durch-
stoRende Ansauger durchstofRen werden kann, wenn
die Kartusche in Kontakt mit den durchstof3enden An-
saugern gebracht wird.

[0054] Die hierin vorgestellten Reagenzkartuschen
kdénne eine beliebige Anzahl an Reagenzreservoirs
oder -vertiefungen umfassen. Die Reagenzreservoirs
oder -vertiefungen kénnen in einem beliebigen For-
mat entlang der x- und y-Dimensionen angeordnet
sein, um Transport und Lagerung der Reagenzien
in der Kartusche zu erleichtern. Alternativ oder zu-
satzlich kénnen Reagenzreservoirs oder -vertiefun-
gen in einem beliebigen Format entlang der x- und
y-Dimensionen angeordnet sein, das fir die Interak-
tion mit einer Reihe von Ansaugerrdhrchen geeignet
ist, die sich abwarts entlang der z-Dimension von Off-
nungen in dem Verteiler aus erstreckt. Insbesonde-
re kénnen die Reagenzreservoirs oder -vertiefungen
in einem beliebigen Format angeordnet sein, das fur
das gleichzeitige Ineinandergreifen mit einer Matrix
von Reagenzansaugern geeignet ist, so dass flussi-
ges Reagenz aus dem Reagenzreservoir in die An-
sauger gezogen werden kann.

[0055] Nicht alle Reagenzvertiefungen missen
gleichzeitig mit allen Ansaugerréhrchen einer Ver-
teileranordnung interagieren. Zum Beispiel kann die
Reagenzkartusche eine Teilmenge eines oder meh-
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rerer Reagenzreservoirs oder -vertiefungen umfas-
sen, die ausgestaltet sind, in einem nicht-interagie-
rende Zustand zu verbleiben, wahrend andere Re-
servoirs oder Vertiefungen in eine Reihe von Ansau-
gerrdhrchen greifen. Als ein Beispiel kann die hier-
in vorgestellt Kartusche eine Vielzahl an Waschre-
servoirs aufweisen, die in einer Ausgestaltung ange-
ordnet sind, die der Vielzahl an Reagenzreservoirs
entspricht, wobei die Waschreservoirs ausgestaltet
sind, um gleichzeitig in die Reagenzansauger zu grei-
fen, wenn die Reagenzansauger nicht in die Re-
agenzreservoirs eingreifen, so dass Waschpuffer aus
den Waschreservoirs in die Ansauger gezogen wer-
den kann. Eine beispielhafte Ausflihrungsform wird in
Fig. 8 vorgestellt, welche eine Reihe von Reagenz-
vertiefungen 401A zeigt. Die Kartusche umfasst auch
eine Reihe entsprechender Vertiefungen 401B, wel-
che dieselbe Ausrichtung in der x-Dimension im Be-
zug zueinander bewahrt, welche aber in der y-Di-
mension gegenuber den Vertiefungen 401A verscho-
ben ist. Die verschobenen Vertiefungen 401B kon-
nen Waschpuffer umfassen, zum Beispiel bereitge-
stellt, um Ansaugerréhrchen und Fluidleitungen nach
der Verwendung einer Kartusche und vor der Ver-
wendung einer weiteren Kartusche zu spulen.

[0056] Alternativ oder zusatzlich kénnen andere Re-
servoirs, die leer sind, oder die Puffer, Proben oder
andere Reagenzien aufbewahren, auf der Kartusche
vorhanden sein. Die zusatzlichen Reservoirs kdnnen,
aber mussen nicht mit einem Ansaugerréhrchen in-
teragieren. Zum Beispiel kann ein Reservoir ausge-
staltet sein, um mit Abfall- oder Uberschussreagenz
oder -puffer Giber den Verlauf der Kartuschenverwen-
dung gefiillt zu werden. Auf ein solches Reservoir
kann zum Beispiel iiber eine Offnung, die nicht mit ei-
nem Ansaugerrdéhrchen interagiert, zugegriffen wer-
den.

[0057] Um korrekte Ausrichtung der Kartuschenre-
servoirs zu den entsprechenden Ansaugerréhrchen
zu erleichtern, kénnen Ausrichtungsschlitze in der
Kartusche angeordnet sein. Zum Beispiel kénnen in
besonderen Ausfiihrungsformen, wo eine Reihe von
Ansaugerréhrchen aus einem Satz Reservoirs ent-
fernt und zu einem weiteren Satz Reagenz- oder
Waschreservoirs verlagert wird, Ausrichtungsschlit-
ze in der Kartusche angeordnet sein, um korrekte
Ausrichtung der Reihe von Reagenzansaugern mit
einem oder beiden Satzen Reservoirs sicherzustel-
len. Wie in Fig. 8 gezeigt, umfasst die beispielhaf-
te Kartusche Ausrichtungsschlitze 404, die dieselbe
Ausrichtung in der x-Dimension bewahren, aber wel-
che in der y-Dimension in Bezug zu dem entspre-
chenden Ausrichtungsschlitz 403 verschoben sind.
Eine Kartusche der hierin vorgestellten Ausfiihrungs-
formen kann eine beliebige Anzahl an Ausrichtungs-
schlitzen haben, welche eine geeignete Ausrichtung
mit den Merkmalen einer Fluidanordnung zur Verfi-
gung stellt. Zum Beispiel kann eine Kartusche 0, 1, 2,
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3,4,5,6,7,8,9, 10 oder mehr Ausrichtungsschlitze
umfassen, die ausgestaltet sind, um in entsprechen-
de Ausrichtungszapfen des Fluidsystems zu grei-
fen, so dass Reagenzansauger des Fluidsystems an
den Reagenz- und/oder Waschreservoirs ausgerich-
tet angeordnet sind.

[0058] In besonderen Ausflihrungsformen kann ein
Fluidsystem ausgestaltet sein, um Wiederverwen-
dung eines oder mehrerer Reagenzien zu erlau-
ben. Zum Beispiel kann das Fluidsystem ausgestal-
tet sein, um ein Reagenz an eine Flusszelle zu lie-
fern, das Reagenz dann aus der Flusszelle zu entfer-
nen, und das Reagenz dann wieder in die Flusszel-
le einzufuhren. Eine Ausgestaltung ist in Fig. 7A ver-
anschaulicht, welche eine Draufsicht von Zwischen-
speicherleitungen in einer Verteileranordnung zeigt.
Wie in dem schematischen oberen Teil der Fig. 7A
gezeigt, kann ein Reagenzzwischenspeicher verwen-
det werden, um einen Konzentrationsgradient von
meist benutztem bis zu am wenigsten benutzen (fri-
schem) Reagenz aufrechtzuerhalten. In einigen Aus-
fuhrungsformen kann das Zwischenspeicherreser-
voir ausgestaltet sein, um Mischen des Fluids inner-
halb des Zwischenspeicherreservoir zu verringern,
wodurch der Gradient des flussigen Reagenz ent-
lang der Léange des Reservoirs vom Ende proximal
zur Flusszelle zum Ende distal zur Flusszelle auf-
recht erhalten wird. Wenn Reagenz vom Zwischen-
speicherreservoir zuriick zur Flusszelle geliefert wird,
wird der Gradient so aufrecht erhalten, dass das Re-
agenz, das durch die Flusszelle strémt, einen Gradi-
ent von meist benutztem zu am wenigsten benutzten
(frischem) Reagenz bildet.

[0059] Wie in dem Schaubild im unteren Teil der
Fig. 7A veranschaulicht, kann die Verteilerstro-
mungstechnik so ausgestaltet sein, dass ein Re-
agenzreservoir Uber Ventileinlass 1804 in Fluidver-
bindung mit der Einlassoéffnung einer Flusszelle (nicht
gezeigt) steht. Ventil 1804 kontrolliert die Fluidstro-
mung zwischen Flusszelle (nicht gezeigt) und jedem
aus CLM-Reservoir, SRE-Reservoir, IMF-Reservoir,
und LAM1- und LPM1-Reservoirs. Kanal 1802 stellt
eine Fluidverbindung zwischen CLM-Reservoir und
Ventileinlass 1804 iber Offnung 1801 her. Ein Ab-
schnitt des Kanals 1802 umfasst einen Reagenzzwi-
schenspeicher 1803, der ausgestaltet ist, um ein Re-
agenzvolumen aufzubewahren, dass gleichwertig ist
mit dem Volumen eines oder mehrerer Bahnen der
Flusszelle (nicht gezeigt). Das verglichen mit ande-
ren Abschnitten des Kanals 1802 erhdhte Volumen
des Reagenzzwischenspeicher 1803 ermdglicht es,
benutztes Reagenz firr die Wiederverwendung zu la-
gern, wahrend ein Vorrat an unbenutztem Reagenz
in dem Reagenzreservoir vorgehalten wird, wodurch
eine Verunreinigung des Vorrats an unbenutztem Re-
agenz in dem Reagenzreservoir mit benutztem Re-
agenz vermieden wird.
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[0060] Die in Fig. 7A gezeigte Ausgestaltung ist bei-
spielhaft. Andere Ausgestaltungen sind auch mdg-
lich um Wiederverwendung zu ermdglichen. Zum
Beispiel kénnen ein oder mehrere Zwischenspei-
cherreservoirs ein Volumen haben, das 5%, 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%,
150%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%,
500%, 550%, 600%, 650%, 700%, 750%, 800%,
850%, 900%, 950%, 1000%, 1500%, 2000%, 2500%,
3000% oder mehr des Volumens eines mit dem
Zwischenspeicherreservoir in Fluidverbindung ste-
henden Flusszellenkanals ist. Alternativ oder zu-
satzlich kann das Zwischenspeicherreservoir ausrei-
chend Volumen aufweisen, um einer Menge an flis-
sigem Reagenz in einem oder mehreren Flusszel-
lenkanalen zu erlauben, zu dem Zwischenspeicher-
reservoir zu stromen, so dass das flussige Reagenz
nicht von der Flusszelle zu dem Reagenzreservoir zu-
rickgeleitet wird, nachdem es die Flusszelle kontak-
tiert hat. Zum Beispiel kann die Menge an flissigem
Reagenz 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 100%, 150%, 200%, 250%, 300%, 350%,
400%, 450%, 500%, 550%, 600%, 650%, 700%,
750%, 800%, 850%, 900%, 950%, 1000%, 1500%,
2000%, 2500%, 3000% oder mehr des flissigen Re-
agenz in einem oder mehreren Flusszellenkanalen
aufweisen.

[0061] Ein wie hierin vorgestelltes Zwischenspei-
cherreservoir kann ausgestaltet sein, um Mischen
des Fluids innerhalb des Zwischenspeicherreservoirs
zu verringern. In einigen solchen Ausflhrungsformen
kann durch verringertes Mischen ein Gradient ei-
nes flissigen Reagenz entlang der Lange des Re-
servoirs von einem Ende proximal zu der Fluss-
zelle zum Ende distal zur Flusszelle aufrechterhal-
ten werden. Alternativ oder zusatzlich kann ein hier-
in vorgestelltes Zwischenspeicherreservoir ein oder
mehrere Mischelemente aufweisen, die ausgestal-
tet sind, um Mischen des Fluids innerhalb des Zwi-
schenspeicherreservoirs zu fordern. Alle geeigneten
aktiven oder passiven Mischelemente kénnen in sol-
chen Ausflhrungsformen verwendet werden. Zum
Beispiel konnte das Mischelement Ablenkelemente,
gekrimmte Strukturen oder jegliche anderen passi-
ven oder aktiven strukturellen oder strémungstech-
nischen Merkmale aufweisen, die ausgestaltet sind,
um Mischen zu férdern, wahrend das Fluid durch
das Zwischenspeicherreservoir transportiert wird. Al-
ternativ oder zusatzlich kann jegliche geeignet Pum-
pe, Rotor, Blatt, Einlass oder dhnliches zum aktiven
Mischen innerhalb des Zwischenspeicherreservoirs
verwendet werden.

[0062] Ein wie hierin vorgestelltes Zwischenspei-
cherreservoir kann jede Form, jedes Volumen und je-
de Lange haben, die/das geeignet ist fir die Zwecke
eines Zwischenspeicherreservoirs. In spezifischen
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Ausfuhrungsformen kénnen Zwischenspeicherreser-
voirs jeglicher Form, Lange und/oder jeglichen Volu-
mens in den hierin vorgestellten Fluidsystemen ver-
wendet werden, welche es einer Menge eines flis-
sigen Reagenz in einem oder mehreren Flusszellen-
kanalen erlauben, zu dem Zwischenspeicherreser-
voir zu strémen, so dass das flissige Reagenz nicht
von der Flusszelle zu dem Reagenzreservoir zuriick-
geleitet wird, nachdem es die Flusszelle kontaktiert
hat. Zum Beispiel kann ein Zwischenspeicherreser-
voir einen Serpentinenkanal aufweisen. Als weite-
res Beispiel kann ein Zwischenspeicherreservoir ei-
nen Kanal zylindrischer oder nicht-zylindrischer Form
aufweisen. Ferner kann eine beliebige Anzahl von
Fluidkanalen im hier vorgestellten Fluidsystem ein
oder mehrere einzelne Zwischenspeicherreservoirs
aufweisen.

[0063] Ein wie hierin vorgestelltes Zwischenspei-
cherreservoir kann in Fluidverbindung mit einer Pum-
pe stehen, die ausgestaltet ist, um flissiges Re-
agenz von dem Zwischenspeicherreservoir zu der
Flusszelle und von der Flusszelle zurick zu dem
Zwischenspeicherreservoir zu bewegen, wobei Zu-
gang von Reagenz zu der Flusszelle und Abgang
von Reagenz von der Flusszelle durch dieselbe Off-
nung der Flusszelle erfolgen. Alternativ oder zuséatz-
lich kann Zugang von Reagenz zu der Flusszelle und
Abgang von Reagenz von der Flusszelle durch unter-
schiedliche Offnungen in der Flusszelle erfolgen und
dennoch Reagenzwiederverwendung erreicht wer-
den. Zum Beispiel kdnnen sich die hierein vorge-
stellten Fluidsysteme jegliche Wiederverwendungs-
reservoirs und hierin beschriebenen Ausgestaltun-
gen in Verbindung mit Vorrichtungsausgestaltungen
zu Nutze machen, die in US Patentanmeldung mit
der Anmeldungsnummer 13/766,413, eingereicht am
13. Februar 2013, mit dem Titel INTEGRATED OP-
TOELECTRONIC READ HEAD AND FLUIDIC CAR-
TRIDGE USEFUL FOR NUCLEIC ACID SEQUEN-
CING”, dargelegt sind. Deren Inhalt wird durch Be-
zugnahme in seiner Gesamtheit aufgenommen.

[0064] Die Skizze der Fig. 7B legt eine beispielhaf-
te Veranschaulichung eines hierin vorgestellten Wie-
derverwendungsverfahren dar, das eine wechselsei-
tige Reagenzstrémung von einer Zwischenspeicher-
leitung zu einer Flusszelle, gefolgt von einem teilwei-
se Wiederbefillen der Zwischenspeicherleitung von
der Flusszelle verwendet. In dem in der oberen Ab-
bildung der Fig. 7B gezeigten Zustand steht ein Zwi-
schenspeicherreservoir 1903, das 100 yL Reagenz
1906 enthalt, mit Flusszellenbahnen 1905 Uber Teiler
1904 und Ventil 1911 in Fluidverbindung. Ventil 1904
wird betatigt, um es Reagenz 1906 zu ermdéglichen, in
Flusszellenbahnen 1905 zu flieRen. Zur gleichen Zeit
wird frisches Reagenz 1907 aus dem Reagenzreser-
voir gezogen, um die in Zwischenspeicherreservoir
1903 verblieben Leere zu fillen. Nach Verwendung
des Reagenz auf der Flusszelle leitet Ventil 1911 ei-
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nen Teil (75 pL) des benutzten Reagenz 1906 zurtick
in das Zwischenspeicherreservoir 1903. Ein weiterer
Teil (25 pL) des benutzten Reagenz 1906 wird durch
Ventil 1911 zu einem Abfallbehélter umgeleitet. Am
Ende des Zyklus 1 hat Reservoir 1903 einen Gra-
dient mit 25 pL frischem Reagenz 1907 und 75 pL
benutztem Reagenz 1906 Uber die Lange des Zwi-
schenspeicherreservoirs. Der Zyklus von wechselsei-
tiger Strdmung des Reagenz von Zwischenspeicher-
reservoir zur Flusszelle und von der Flusszelle zurtick
zum Zwischenspeicherreservoir wird wiederholt, wo-
bei ein Teil (25 pL) von benutztem Reagenz 1906 in
jedem Zyklus durch Ventil 1911 zu einem Abfallbehal-
ter umgeleitet wird und der Rest des benutzten Re-
agenz 1906 zurlick zu dem Zwischenspeicherreser-
voir 1903 stromt. Am Ende vier solcher wiederholter
Zyklen enthalt das Zwischenspeicherreservoir 1903
25 pL frische Reagenz 1910, 25 uL Reagenz 1909,
das einmal benutzt wurde, 25 pL Reagenz 1908, das
zweimal benutzt wurde, und 25 pL Reagenz 1907,
das dreimal benutzt wurde.

[0065] Die in Fig. 7A und Fig. 7B gezeigten Aus-
gestaltungen sind beispielhaft. Andere Ausgestaltun-
gen sind auch mdglich, um Wiederverwendung ei-
nes oder mehrerer in einem bestimmten Verfahren
verwendeter Reagenzien zu erreichen. Es versteht
sich, dass in einigen Reagenzwiederverwendungs-
ausgestaltungen Fluidausgestaltungen fiir Reagen-
zwiederverwendung nur fir eine Teilmenge in einem
bestimmten Verfahren verwendeter Reagenzien ver-
wendet werden. Zum Beispiel kann eine erste Teil-
menge Reagenzien stabil genug sein, um wiederver-
wendet zu werden, wahrend eine zweite Teilmenge
Reagenzien nach der einmaligen Verwendung an-
fallig ist fir Verunreinigungen, Zersetzung oder an-
dere unerwiinschte Effekte. Dementsprechend kann
das Fluidsystem fir die Wiederverwendung der ers-
ten Teilmenge Reagenzien ausgestaltet sein, wah-
rend die Stromungstechnik fir die zweite Menge fir
die einmalige Verwendung ausgestaltet ist.

[0066] Ein bestimmtes Reagenz kann eine beliebige
Anzahl an Malen wiederverwendet werden, um sich
fir ein bestimmtes Verfahren zu eignen. Zum Bei-
spiel kdnnen ein oder mehrere hierin veranschaulich-
te, hierin Uber zitierten Verweis beschriebene, oder
auf andere Weise flr die Verwendung in einem hier-
in dargelegten Verfahren bekannte Reagenzien min-
destens 2, 3, 4, 5, 10, 25, 50 oder mehr Male wie-
derverwendet werden. Tatsachlich kann jegliche Art
von erwinschten Reagenzien mindestens so viele
Male wiederverwendet werden. Jeglicher beliebige
Anteil eines bestimmten Reagenz kann zur Wieder-
verwendung zurick zu einem Zwischenspeicherre-
servoir umgeleitet werden. Zum Beispiel kbnnen ein
oder mehrere hierin veranschaulichte, hierin Uber zi-
tierten Verweis beschriebene, oder auf andere Weise
fur die Verwendung in einem hierin dargelegten Ver-
fahren bekannte Reagenzien 1%, 2%, 3%, 4%, 5%,
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6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, oder 100% des Volumens eines Re-
agenz in einer oder mehreren Flusszellenbahnen ha-
ben, das zur nachfolgenden Wiederverwendung zu
dem Zwischenspeicherreservoir zurtickgeleitet wird.
Alternativ oder zusatzlich kann 1%, 2%, 3%, 4%, 5%,
6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, oder 100% des Volumens eines Re-
agenz in einer oder mehreren Flusszellenbahnen zu
einem Abfallbehalter umgeleitet oder auf andere Wei-
se der nachfolgenden Verwendung auf einer Fluss-
zelle entzogen werden.

[0067] Fluidausgestaltungen und Verfahren zur Re-
agenzwiederverwendung kénnen, obwohl fir Nukle-
insduresequenzierungsverfahren veranschaulicht, in
anderen Verfahren angewendet werden, insbeson-
dere in Verfahren, die mit wiederholten Reagenz-
lieferungszyklen verbunden sind. Beispielhafte Ver-
fahren umfassen Sequenzierung von Polymeren wie
etwa Polypeptiden, Polysacchariden oder syntheti-
schen Polymeren und umfassen auch Synthese sol-
cher Polymere.

[0068] Wie in den beispielhaften Ausflihrungsfor-
men oben dargestellt kann ein Verfahren zur Re-
agenzwiederverwendung die folgenden Schritte um-
fassen: a) Ziehen eines flissigen Reagenz von einem
Reagenzreservoir in ein Zwischenspeicherreservoir,
wobei das Zwischenspeicherreservoir in Fluidverbin-
dung mit dem Reagenzreservoir und mindestens ei-
nem Kanal einer Flusszelle steht; b) Transportieren
des Reagenz vom Zwischenspeicherreservoir in den
mindestens einen Kanal der Flusszelle; c) Transpor-
tieren von mindestens 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, oder 100% des Reagenz in dem Fluss-
zellenkanal zum Zwischenspeicherreservoir, so dass
das flissige Reagenz nicht zurtick zum Reagenzre-
servoir geleitet wird, nachdem es die Flusszelle kon-
taktiert hat; d) Wiederholen der Schritte b) und c)
um Wiederverwendung des fllissigen Reagenz in der
Flusszelle zu erreichen. Das eine oder die mehre-
ren Zwischenspeicherreservoirs kénnen in Fluidver-
bindung mit einer Pumpe stehen, die ausgestaltet ist,
um flissiges Reagenz vom Zwischenspeicherreser-
voir zur Flusszelle und von der Flusszelle zuriick zum
Zwischenspeicherreservoir zu bewegen, so dass Zu-
gang von Reagenz zu der Flusszelle und Abgang
von Reagenz von der Flusszelle durch dieselbe Off-
nung der Flusszelle erfolgen. Alternativ oder zuséatz-
lich kann Zugang von Reagenz zu der Flusszelle und
Abgang von Reagenz von der Flusszelle durch unter-
schiedliche Offnungen in der Flusszelle erfolgen und
dennoch Reagenzwiederverwendung erreicht wer-
den. In einigen Ausfihrungsformen kann Reagenz
von der Flusszelle, das in Schritt ¢) nicht zum Zwi-
schenspeicherreservoir transportiert wird, umgeleitet
werden. Als Beispiel kann Reagenz von der Flusszel-
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le, das nicht zum Zwischenspeicherreservoir trans-
portiert wird, zu einem Abfallreservoir transportiert
werden. Transport des Reagenz in einem der Schritte
b) und c) oder in beiden Schritten b) und c) kann tber
ein Ventil durchgefihrt werden, das Fluidverbindung
zwischen Zwischenspeicherreservoir und Flusszelle
herstellt. Transport des Reagenz in einem der Schrit-
te b) und c) oder in beiden Schritten b) und c¢) kann
zum Beispiel mit Fluidstrémung in einer einzelnen
Richtung oder mit wechselseitiger Strémung durch-
geflhrt werden.

[0069] Ausflhrungsformen der vorliegenden Fluid-
systeme und Verfahren sind besonders nitzlich
fur Nukleinsduresequenzierungstechniken. Zum Bei-
spiel sind Sequenzierung-durch-Synthese-Protokol-
le (SBS) besonders anwendbar. Bei SBS wird die
Verlangerung eines Nukleinsdureprimers entlang ei-
ner Nukleinsdurematrize uberwacht, um die Nukleo-
tidsequenz in der Matrize zu bestimmen. Das zugrun-
de liegende chemische Verfahren kann Polymerisie-
rung (z. B. katalysiert durch ein Polymeraseenzym)
oder Ligation (z. B. katalysiert durch ein Ligaseen-
zym) sein. In einer bestimmten Polymerase-basierten
SBS-Ausfihrungsform werden fluoreszenzmarkierte
Nukleotide zu einem Primer auf eine matrizenabhan-
gige Art so hinzugefiigt (wodurch der Primer verlan-
gert wird), dass die Detektion der Anordnung und
Art der hinzugefiigten Nukleotide verwendet werden
kann, um die Sequenz der Matrize zu bestimmen.
Eine Vielzahl an verschiedenen Matrizen kann einer
SBS-Technik auf einer Oberflache unter Bedingun-
gen unterzogen werden, wo Ereignisse, die auf ver-
schiedenen Matrizen auftreten, unterschieden wer-
den kénnen. Zum Beispiel kdnnen die Matrizen auf
der Oberflache eines Array so vorhanden sein, dass
die verschiedenen Matrizen rdumlich unterscheidbar
sind. Typischerweise treten die Matrizen bei Merkma-
len auf, die jeweils vielfache Kopien derselben Matri-
ze haben (diese werden manchmal als "Cluster” oder
"Kolonien” bezeichnet). Es ist jedoch auch mdglich,
SBS auf Arrays durchzufiihren, wo jedes Merkmal
ein einzelnes Matrizenmolekil aufweist, so dass ein-
zelne Matrizenmolekile voneinander auflésbar sind
(diese werden manchmal als "Einzelmolekuilarrays”
bezeichnet).

[0070] Flusszellen stellen ein geeignetes Tragerma-
terial zur Unterbringung eines Nukleinsdurearrays
zur Verfugung. Flusszellen sind fir Sequenzierungs-
techniken geeignet, da die Techniken Ublicherweise
wiederholte Reagenzlieferung in Zyklen umfassen.
Zum Beispiel kdnnen, um einen ersten SBS-Zyklus
zu starten, ein oder mehrere markierte Nukleotide,
DNA-Polymerase etc. in/durch eine Flusszelle, in der
ein Array aus Nukleinsdurematrizen untergebracht
ist, gestromt werden. Diese Merkmale, wo Primerver-
ldngerung ein markiertes Nukleotid dazu veranlasst,
eingebaut zu werden, kénnen zum Beispiel mittels
der hierin dargelegten Verfahren und Vorrichtungen
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detektiert werden. Gegebenenfalls konnen die Nu-
kleotide darliber hinaus eine Eigenschaft fur reversi-
ble Beendung umfassen, das weitere Primerverlan-
gerung beendet, sobald ein Nukleotid zu einem Pri-
mer hinzugefugt wurde. Zum Beispiel kann ein Nu-
kleotidanalog, das einen reversiblen Beendigungsteil
hat, zu einem Primer so hinzugefiigt werden, dass
nachfolgende Verldngerung nicht erfolgen kann bis
ein Entblockungsmittel geliefert wird, um den Teil zu
entfernen. Somit kann fir Ausfiihrungsformen, die re-
versible Beendigung verwenden, ein Entblockungs-
mittel an die Flusszelle (vor oder nachdem die De-
tektion erfolgt) geliefert werden. Waschgénge kon-
nen zwischen den verschiedenen Lieferungsschrit-
ten ausgefuhrt werden. Der Zyklus kann dann n Ma-
le wiederholt werden, um die Primer um n Nukleo-
tide zu verlangern, wodurch eine Sequenz der Lan-
ge n detektiert wird. Beispielhafte Sequenzierungs-
techniken sind zum Beispiel in Bentley et al., Natu-
re 456: 53-59 (2008), WO 04/018497; US 7,057,026;
WO 91/06678; WO 07/123744;, US 7,329,492;
us 7,211,414; US 7,315,019; US 7,405,281, und
US 2008/0108082 beschrieben. All diese sind hierin
durch Bezugnahme aufgenommen.

[0071] Furden Nukleotidlieferungsschritt eines SBS-
Zyklus kann entweder eine einzige Nukleotidart zu ei-
nem Zeitpunkt geliefert werden, oder vielfache ver-
schiedene Nukleotidarten (z. B. A, C, T und G ge-
meinsam) kdnnen geliefert werden. Bei einer Nukleo-
tidlieferungsausgestaltung, wo nur eine einzige Nu-
kleotidart zu einem Zeitpunkt anwesend ist, brauchen
die verschiedenen Nukleotide keine unterschiedli-
chen Markierungen zu haben, da sie aufgrund der
zeitlichen Trennung, die der vereinzelten Lieferung
innewohnt, unterschieden werden kbnnen. Demnach
kann ein Sequenzierungsverfahren oder eine -vor-
richtung Einzelfarbendetektion verwenden. Zum Bei-
spiel muss ein Mikrofluorometer oder Lesekopf nur
Anregung einer einzelnen Wellenldnge oder in einem
einzigen Bereich von Wellenldngen zur Verfligung
stellen. Somit braucht ein Mikrofluorometer oder Le-
sekopf nur eine einzige Anregungsquelle und Mul-
tibandfilterung der Anregung muss nicht nétig sein.
Bei einer Nukleotidlieferungsausgestaltung, wo Lie-
ferung dazu fihrt, dass vielfache verschiedene Nu-
kleotide in der Flusszelle zu einem Zeitpunkt vor-
handen sind, kénnen Merkmale, die verschiedene
Nukleotidarten enthalten, aufgrund von verschiede-
nen Fluoreszenzmarkierungen, die an den entspre-
chenden Nukleotidarten in der Mischung angebracht
sind, unterschieden werden. Zum Beispiel kénnen
vier verschiedene Nukleotide verwendet werden, wo-
bei jedes eines von vier verschiedenen Fluoropho-
ren hat. In einer Ausfihrungsform kénnen die vier
verschiedenen Fluorophore mittels Anregung in vier
verschiedenen Bereichen des Spektrums unterschie-
den werden. Zum Beispiel kann ein Mikrofluorome-
ter oder Lesekopf vier verschiedene Anregungsstrah-
lungsquellen umfassen. Alternativ kann ein Lesekopf

2015.01.15

weniger als vier verschiedene Anregungsstrahlungs-
quellen umfassen, aber optische Filterung der An-
regungsstrahlung aus einer einzigen Quelle verwen-
den, um verschiedene Bereiche der Anregungsstrah-
lung in der Flusszelle zu erzeugen.

[0072] In einigen Ausfihrungsformen kdnnen vier
verschiedene Nukleotide in einer Probe (z. B. Array
von Nukleinsduremerkmalen) detektiert werden, in-
dem weniger als vier verschiedene Farben verwen-
det werden. Als ein erstes Beispiel kann ein Paar
Nukleotidarten bei derselben Wellenldnge detektiert
werden, aber aufgrund des Unterschieds in der In-
tensitat des einen Partners des Paars verglichen mit
der des anderen, oder aufgrund einer Veranderung
des einen Partners des Paars (z. B. mittels chemi-
scher Modifizierung, photochemischer Modifizierung
oder materieller Modifizierung), die ein sichtbares Si-
gnal verglichen mit dem Signal, das fur den andern
Partner detektiert wird, erscheinen oder verschwin-
den lasst, unterschieden werden. Als ein zweites Bei-
spiel kénnen drei oder vier verschiedene Nukleoti-
darten unter bestimmten Bedingungen detektierbar
sein, wahrend einer vierten Nukleotidart eine Markie-
rung fehlt, die unter diesen Bedingungen detektier-
bar ist. In einer SBS-Ausfiihrungsform des zweiten
Beispiels kann der Einbau der ersten drei Nukleoti-
darten in eine Nukleinsaure aufgrund der Anwesen-
heit ihrer entsprechenden Signale bestimmt werden,
und Einbau der vierten Nukleotidart in eine Nukle-
insdure kann aufgrund der Abwesenheit eines jegli-
chen Signals bestimmt werden. Als ein drittes Bei-
spiel kann eine Nukleotidart in zwei verschiedenen
Bildern oder in zwei verschiedenen Kanalen (z. B.
kann eine Mischung aus zwei Arten, die dieselbe Ba-
se aber verschiedene Markierungen haben, verwen-
det werden, oder eine einzige Art, die zwei Markie-
rungen hat, kann verwendet werden, oder eine ein-
zige Art, die eine Markierung hat, die in beiden Ka-
nalen detektiert wird, kann verwendet werden) detek-
tiert werden, wahrend andere Nukleotidarten in nicht
mehr als einem der Bilder oder Kanéle detektiert wer-
den. In diesem dritten Beispiel dient der Vergleich der
beiden Bilder oder Kanéle zur Unterscheidung der
verschiedenen Nukleotidarten.

[0073] Die drei beispielhaften Ausgestaltungen in
dem obigen Absatz schlieRen sich nicht gegensei-
tig aus und kdnnen in verschieden Kombinationen
verwendet werden. Eine beispielhafte Ausflihrungs-
form ist ein SBS-Verfahren, das reversibel blockierte
Nukleotide (rbNTPs), die fluoreszierende Markierun-
gen haben, verwendet. In diesem Format kdnnen vier
verschiedene Nukleotidarten zu einem Array von Nu-
kleinsauremerkmalen, die sequenziert werden sollen,
geliefert werden, und aufgrund der Gruppen zur re-
versiblen Blockierung wird ein und nur ein Einbaue-
reignis bei jedem Merkmal erfolgen. Die in diesem
Beispiel zu dem Array gelieferten Nukleotide kénnen
eine erste Nukleotidart, die in einem ersten Kanal de-
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tektiert wird (z. B. rbATP, das eine Markierung hat, die
in einem ersten Kanal detektiert wird, wenn sie durch
eine erste Anregungswellenldnge angeregt wird), ei-
ne zweite Nukleotidart, die in einem zweiten Kanal
detektiert wird (z. B. rbCTP, das eine Markierung hat,
die in einem zweiten Kanal detektiert wird, wenn sie
durch eine zweite Anregungswellenldnge angeregt
wird), eine dritte Nukleotidart, die sowohl in dem ers-
ten als auch in dem zweiten Kanal detektiert wird (z.
B. rbTTP, das mindestens eine Markierung hat, die
in beiden Kanalen detektiert wird, wenn sie durch die
erste und/oder zweite Anregungswellenldnge ange-
regt wird) und eine vierte Nukleotidart umfassen, der
eine Markierung, die ein einem der Kanale detektiert
wird, fehlt (z. B. rbGTP, das keine extrinsische Mar-
kierung hat).

[0074] Sobald die vier Nukleotidarten mit dem Ar-
ray in dem obigen Beispiel in Beriihrung gekommen
sind, kann ein Detektionsverfahren durchgefihrt wer-
den, zum Beispiel, um zwei Bilder des Arrays auf-
zunehmen. Die Bilder kénnen in getrennten Kana-
len erhalten werden und kénnen entweder gleichzei-
tig oder nacheinander erhalten werden. Ein erstes
Bild, das mittels der ersten Anregungswellenlédnge
und Abstrahlung in dem ersten Kanal erhalten wird,
wird Merkmale zeigen, die die erste und/oder zweite
Nukleotidart (z. B. A und/oder T) einbauen. Ein zwei-
tes Bild, das mittels der zweiten Anregungswellen-
ldnge und Abstrahlung in dem zweiten Kanal erhal-
ten wird, wird Merkmale zeigen, die die zweite und/
oder dritte Nukleotidart (z. B. C und/oder T) einbau-
en. Eindeutige ldentifizierung der Nukleotidart, die in
jedem Merkmal eingebaut wird, kann bestimmt wer-
den, indem die zwei Bilder verglichen werden, um zu
den folgenden Eigenschaften zu kommen: Merkma-
le, die nur in dem ersten Kanal auftauchen, bauten
die erste Nukleotidart (z. B. A) ein, Merkmale, die nur
in dem zweiten Kanal auftauchen, bauten die zwei-
te Nukleotidart (z. B. C) ein, Merkmale, die in bei-
den Kanélen auftauchen, bauten die dritte Nukleotid-
art (z. B. T) ein, und Merkmale die in keinem Kanal
auftauchen, bauten die vierte Nukleotidart (z. B. G)
ein. Man beachte, dass der Ort der Merkmale, die in
diesem Beispiel G einbauten, durch andere Zyklen
bestimmt werden kann (wo mindestens eine der drei
anderen Nukleotidarten eingebaut wird). Beispielhaf-
te Vorrichtungen und Verfahren zur Unterscheidung
vier verschiedener Nukleotide mittels Detektion von
weniger als vier Farben werden zum Beispiel in US-
Patentanmeldung mit der Anmeldungsnummer No.
61/538,294 beschrieben, welche hierin Uber Bezug-
nahme aufgenommen ist.

[0075] In einigen Ausfiihrungsformen kénnen Nu-
kleinsduren an einer Oberflache befestigt sein und
vor oder wahrend der Sequenzierung amplifiziert
werden. Zum Beispiel kann Amplifizierung mit-
tels ,Bridge-Amplifizierung” durchgefiihrt werden, um
Nukleinsaurecluster auf einer Oberflache zu bil-
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den. Nutzliche Bridge-Amplifizierungverfahren sind
zum Beispiel in US 5,641,658; US 2002/0055100;
US 7,115,400; US 2004/0096853; US 2004/0002090;
US 2007/0128624; oder US 2008/0009420 beschrie-
ben. All diese sind hierin Uber Bezugnahme aufge-
nommen. Ein weiteres nutzliches Verfahren zur Am-
plifizierung von Nukleinsduren auf einer Oberflache
ist ,Rolling circle”-Amplifizierung (RCA), wie zum Bei-
spiel beschrieben in Lizardi et al., Nat. Genet. 19:
225-232 (1998) und US 2007/0099208 A1. Beide
sind hierin Uber Bezugnahme aufgenommen. Emul-
sion-PCR auf Kigelchen wie zum Beispiel in Dress-
man et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100: 8817-
8822 (2003), WO 05/010145, US 2005/0130173 oder
US 2005/0064460 beschrieben kann auch verwendet
werden. All diese sind hierin Uber Bezugnahme auf-
genommen.

[0076] Wie oben dargelegt sind Sequenzierungs-
ausfliihrungsformen ein Beispiel eines repetitiven
Verfahrens. Die Verfahren der vorliegenden Offenba-
rung sind fur repetitive Verfahren gut geeignet. Einige
Ausfuhrungsformen sind hierin unten und an anderen
Stellen dargelegt.

[0077] Dementsprechend werden hierin Sequenzie-
rungsverfahren zur Verfigung gestellt, die (a) das
Bereitstellen eines Fluidsystems, das (i) eine Fluss-
zelle, die eine optisch durchsichtige Oberflache auf-
weist, (ii) eine Nukleinsdurenprobe, (iii) eine Vielzahl
an Reagenzien flr eine Sequenzierungsreaktion, und
(iv) ein Fluidsystem zur Lieferung der Reagenzien
an die Flusszelle aufweist; (b) das Bereitstellen ei-
ner Detektionsvorrichtung, die (i) eine Vielzahl an
Mikrofluorometern, wobei jedes der Mikrofluorome-
ter ein Objektiv aufweist, das ausgestaltet ist fur die
Weitfeldbilderfassung in einer Bildebene in x- und
y-Dimensionen, und (ii) einen Probentisch aufweist;
und (c) das Ausfilhren von Fluidfunktionen eines
Nukleinsduresequenzierungsverfahrens in der Kartu-
sche und Detektionsfunktionen des Nukleinsdurese-
quenzierungsverfahrens in der Detektionsvorrichtung
umfassen, wobei (i) die Reagenzien durch das Fluid-
system an die Flusszelle geliefert werden, (ii) Weit-
feldbilder der Nukleinsduremerkmale durch die Viel-
zahl an Mikrofluorometern detektiert werden, und (iii)
mindestens einige der Reagenzien aus der Flusszel-
le zu einem Zwischenspeicher verbracht werden.

[0078] In dieser Anmeldung wurde auf verschiede-
ne Veroffentlichungen, Patente und/oder Patentan-
meldungen Bezug genommen. Die Offenbarung die-
ser Veroffentlichungen ist hiermit in ihrer Gesamtheit
durch Bezugnahme in diese Anmeldung aufgenom-
men.

[0079] Der Begriff ,aufweisen” soll hierin ein offe-
ner sein, der nicht nur die aufgeflhrten Elemente
einschlielt, sondern ferner jegliche zusétzlichen Ele-
mente umfasst.
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[0080] Eine Anzahl von Ausfihrungsformen wur-
de beschrieben. Dennoch versteht es sich, dass
verschiedene Modifikationen vorgenommen werden
kénnen. Dementsprechend sind andere Ausflih-
rungsformen innerhalb des Umfangs der folgenden
Schutzanspriche.
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Schutzanspriiche

1. Fluidsystem zur Lieferung von Reagenzien von
einer Reagenzkartusche zu einer Flusszelle, das
einen Reagenzverteiler, der eine Vielzahl an Kanélen
aufweist, die zur Fluidverbindung zwischen einer Re-
agenzkartusche und einem Einlass einer Flusszelle
ausgestaltet sind;
eine Vielzahl an Reagenzansaugern, die sich ab-
warts von Offnungen in dem Verteiler erstrecken, wo-
bei alle Reagenzansauger ausgestaltet sind, um so
in ein Reagenzreservoir in einer Reagenzkartusche
hinein gebracht zu werden, dass fliissiges Reagenz
von dem Reagenzreservoir in die Ansauger gezogen
werden kann;
mindestens ein Ventil, das ausgestaltet ist, um Fluid-
verbindung zwischen den Reservoirs und dem Ein-
lass der Flusszelle zu vermitteln, aufweist.

2. Fluidsystem nach Schutzanspruch 1, wobei ein
oder mehrere der Kanéle in dem Verteiler ein Zwi-
schenspeicherreservoir aufweisen.

3. Fluidsystem nach Schutzanspruch 2, wobei ein
oder mehrere Zwischenspeicherreservoirs ein Volu-
men haben, das mindestens 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, oder mindestens 100% des Volu-
mens eines Flusszellenkanals ist, der in Fluidverbin-
dung mit dem Zwischenspeicherreservoir steht.

4. Fluidsystem nach Schutzanspruch 3, wobei
das Zwischenspeicherreservoir ausreichend Volu-
men aufweist, um einer Menge an flissigem Reagenz
in einem oder mehreren Flusszellenkanalen zu er-
moglichen so zu dem Zwischenspeicherreservoir zu
flieBen, dass das flissige Reagenz nicht von der
Flusszelle zurlick zu dem Reagenzreservoir geleitet
wird, nachdem es die Flusszelle kontaktiert hat.

5. Fluidsystem nach Schutzanspruch 4, wobei die
Menge an flissigem Reagenz 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, oder 100% des fliissigen Reagenz
in einem oder mehreren Flusszellenkanélen aufweist.

6. Fluidsystem nach Schutzanspruch 2, wobei ei-
nes oder mehrere der Zwischenspeicherreservoirs in
Fluidverbindung mit einer Pumpe stehen, die ausge-
staltet ist, um flissiges Reagenz vom Zwischenspei-
cherreservoir zu der Flusszelle und von der Flusszel-
le zuriick zum Zwischenspeicherreservoir zu bewe-
gen, wobei Zugang von Reagenz zur Flusszelle und
Abgang von Reagenz von der Flusszelle durch die-
selbe Offnung der Flusszelle erfolgen.

7. Fluidsystem nach Schutzanspruch 6, wobei min-
destens ein Ventil ausgestaltet ist, um auf unter-
schiedliche Weise flissiges Reagenz von der Fluss-
zelle zuriick zu dem Zwischenspeicherreservoir oder
zu dem Abfallreservoir zu leiten.
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8. Fluidsystem nach Schutzanspruch 2, wobei das
Zwischenspeicherreservoir ausgestaltet ist, um Mi-
schen des Fluids innerhalb des Zwischenspeicher-
reservoirs zu verringern, wodurch ein Gradient des
flissigen Reagenz entlang der Lange des Reservoirs
vom Ende proximal zur Flusszelle zum Ende distal
zur Flusszelle aufrecht erhalten wird.

9. Fluidsystem nach Schutzanspruch 2, wobei das
Zwischenspeicherreservoir eine Vielzahl an Misch-
elementen aufweist, die ausgestaltet sind, um Mi-
schen des Fluids innerhalb des Zwischenspeicherre-
servoirs zu férdern.

10. Fluidsystem nach Schutzanspruch 9, wobei
die Mischelemente statische Merkmale in dem Zwi-
schenspeicherreservoir oder auf einer inneren Ober-
flache des Zwischenspeicherreservoirs aufweisen.

11. Fluidsystem nach Schutzanspruch 9, wobei die
Mischelemente Ablenkelemente aufweisen.

12. Fluidsystem nach Schutzanspruch 2, wobei
das Zwischenspeicherreservoir einen Serpentinen-
kanal aufweist.

13. Fluidsystem nach Schutzanspruch 2, wobei
das Zwischenspeicherreservoir einen Kanal nicht-zy-
lindrischer Form aufweist.

14. Fluidsystem nach Schutzanspruch 1, wobei der
Verteiler ausgestaltet ist, um Reagenz von einem ers-
ten Reagenzreservoir zu einem ersten Ventil Uber ei-
nen ersten Kanal und von dem ersten Reagenzreser-
voir zu einem zweiten Ventil Uber einen zweiten Ka-
nal zu liefern.

15. Fluidsystem nach Schutzanspruch 14, wobei
der Verteiler eine Vielzahl an Schichten aufweist, und
wobei jeder der ersten und zweiten Kanéle in einer
getrennten Schicht der Vielzahl an Schichten unter-
gebracht ist.

16. Fluidsystem nach Schutzanspruch 15, wobei
die zwei getrennten Kanale zusammenlaufen um ein
T-Verbindungsstiick an der Offnung zu bilden.

17. Fluidsystem nach Schutzanspruch 1, wobei je-
der der Vielzahl an Reagenzansaugern einen réhren-
férmigen Koérper mit einem proximalen und distalen
Ende aufweist, wobei sich das distale Ende zu einer
scharfen Spitze verjingt, die ausgestaltet ist, um ei-
ne Folienschicht, die das Reagenzreservoir in einer
Reagenzkartusche abdeckt, zu durchstolRen.

18. Fluidsystem nach Schutzanspruch 17, wobei
die Vielzahl an Reagenzansaugern mit einem einzi-
gen Lumen, das durch den réhrenférmigen Korper
vom distalen zum proximalen Ende lauft, zur Verfi-
gung gestelltist, wobei das Lumen so ausgestaltet ist,
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dass es in Fluidverbindung zwischen Reagenzkartu-
sche und Reagenzverteiler steht.

19. Fluidsystem nach Schutzanspruch 17, wobei
eine Teilmenge der Reagenzansauger eine Lange
hat, die kirzer ist als eine der anderen Reagenzan-
sauger in der Vielzahl an Reagenzansaugern.

20. Fluidsystem nach Schutzanspruch 19, wobei
die Lange der Teilmenge um mindestens 1, 1,2, 1,3,
1,4,15,1,6,1,7,1,8,1,9, oder 2,0 mm kiirzer ist als
die der anderen Reagenzansauger.

21. Fluidsystem nach Schutzanspruch 1, wobei
mindestens einer der Reagenzansauger eine nach-
giebige Spitze aufweist, die ausgestaltet ist, sich zu
biegen, wenn die Spitze auf den Boden einer Re-
agenzvertiefung in einer Reagenzkartusche trifft.

22. Fluidsystem nach Schutzanspruch 1, wobei
das System operativ mit einer Detektionsvorrichtung
in einer Ausgestaltung zur Detektion von Nukleinsgu-
remerkmalen in der Flusszelle durch die Detektions-
vorrichtung verbunden ist.

23. Fluidsystem nach Schutzanspruch 22, wobei
die Detektionsvorrichtung eine Vielzahl an Mikrofluo-
rometern aufweist, wobei jedes der Mikrofluorometer
ein Objektiv aufweist, das zur Weitfeldbilderfassung
in einer Bildebene in x- und y-Dimension ausgestal-
tet ist.

24. Fluidsystem nach Schutzanspruch 1, wobei
der Verteiler zwischen 10 und 20 Offnungen aufweist,
wobei jede Offnung ausgestaltet ist, um einen Re-
agenzansauger mit einem Kanal in Fluidverbindung
mit dem mindestens einen Ventil zu koppeln.

25. Fluidsystem nach Schutzanspruch 1, dartber
hinaus einen oder mehrere Ausrichtungszapfen auf-
weisend, die sich abwérts von dem Verteiler in ei-
ner Achse parallel zu den Reagenzansaugern er-
strecken, wobei die Ausrichtungszapfen langer als
die Reagenzansauger sind und ausgestaltet sind, um
in entsprechende Verbindungsschlitze auf einer Re-
agenzkartusche zu greifen.

26. Fluidsystem nach Schutzanspruch 1, wobei
das mindestens eine Ventil eine Vielzahl an Einlass-
offnungen und eine oder mehrere Auslassoéffnungen
hat, wobei alle Einlasséffnungen in Fluidverbindung
mit einem Reagenzansauger und alle Auslasséffnun-
gen in Fluidverbindung mit einem Einlass einer Fluss-
zelle oder eines Abfallbehélters stehen.

27. Fluidsystem nach Schutzanspruch 1, wobei
das System ein erstes und ein zweites Ventil auf-
weist, ausgestaltet um auf unabhéangige Weise ge-
trennte Reagenzien Uber einen ersten Kanal und ei-
nen zweiten Kanal einer Flusszelle zu liefern.
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28. Fluidsystem nach Schutzanspruch 27, wobei
Reagenzstromung uber die ersten und zweiten Ka-
nale in entgegengesetzte Richtung erfolgt.

29. Fluidsystem nach Schutzanspruch 1, das dar-
Uber hinaus einen Sensor zur Detektion von Luftbla-
sen aufweist, wobei der Sensor entlang des Stro-
mungswegs zwischen Reagenzreservoir und der
Flusszelle gelegen ist.

30. Fluidsystem nach Schutzanspruch 29, wobei
der Sensor entlang einer Fluidleitung zwischen einem
der Ventile und der Flusszelle gelegen ist.

31. Fluidsystem nach Schutzanspruch 29, wobei
der Sensor entlang einer Fluidleitung zwischen einem
Reagenzreservoir und einem der Ventile gelegen ist.

32. Reagenzkartusche ausgestaltet um in Fluidver-
bindung mit dem Fluidsystem nach einem der Schutz-
anspriiche 1-31 zusammenzuwirken.

33. Reagenzkartusche, die

eine Vielzahl an Reagenzreservoirs, die ausgestaltet
sind, um gleichzeitig in eine Vielzahl an Reagenzan-
saugern eines Fluidsystems entlang einer z-Dimensi-
on so einzugreifen, dass flissiges Reagenz vom Re-
agenzreservoir zu den Ansaugern gezogen wird, wo-
bei die Reagenzreservoirs in x- und y-Dimensionen in
obersten, mittleren und untersten Reihen angeordnet
sind, wobei Reagenzreservoirs entlang der obersten
und untersten Reihen der Kartusche entlang der z-
Dimension tiefer sind als Reagenzreservoirs in einer
oder mehreren der mittleren Reihen; und

mindestens zwei Verbindungsschlitze aufweist, die
ausgestaltet sind, um in entsprechende Ausrich-
tungszapfen des Fluidsystems zu greifen.

34. Reagenzkartusche nach Schutzanspruch 32
oder 33, wobei die Kartusche dartber hinaus eine
Vielzahl an Waschreservoirs aufweist, die in einer
Ausgestaltung angeordnet ist, die der Vielzahl an Re-
agenzreservoirs entspricht, wobei Waschreservoirs
ausgestaltet sind, um gleichzeitig in die Reagenzan-
sauger zu greifen, wenn die Reagenzansauger nicht
in die Reagenzreservoirs greifen, so dass Waschpuf-
fer von den Waschreservoirs in die Ansauger hinein
gezogen werden kann.

35. Reagenzkartusche nach Schutzanspruch 34,
die darlber hinaus mindestens zwei zusatzliche Ver-
bindungsschlitze aufweist, die ausgestaltet sind, um
so in entsprechende Ausrichtungszapfen des Fluid-
systems zu greifen, dass Reagenzansauger des
Fluidsystems in Ausrichtung mit den Waschreser-
voirs gelegen sind.

36. Reagenzkartusche nach einem der Schutzan-
spruiche 32 bis 34, die eine Folienschicht aufweist, die
mindestens eines der Reagenzreservoirs abdeckt.
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37. Mehrschichtiger, diffusionsverbundener Re-
agenzverteiler, der mindestens 10, 15, oder 20 Off-
nungen aufweist, wobei alle Offnungen ausgestaltet
sind, um Reagenz aus einem getrennten Reagenz-
reservoir Uber einen Ansauger zu ziehen, wobei die
Offnungen (iber Fluidkanéle in dem Verteiler in Fluid-
verbindung mit einem oder mehreren Kanélen einer
Flusszelle stehen.

38. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 37, der
ein erstes und ein zweites Ventil aufweist, wobei mit
dem ersten Ventil verbundene Kanéle auf einer ers-
ten Schicht untergebracht sind, und mit dem zweiten
Ventil verbundene Kanale auf einer zweiten Schicht
untergebracht sind.

39. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 37,
wobei ein oder mehrere der Kanéle in dem Verteiler
ein Zwischenspeicherreservoir aufweisen.

40. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 39,
wobei ein oder mehrere der Zwischenspeicherreser-
voirs ein Volumen haben, das mindestens 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, oder mindestens 100%
des Volumens eines Flusszellenkanals in Fluidver-
bindung mit dem Zwischenspeicherreservoir ist.

41. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 39,
wobei das Zwischenspeicherreservoir ausreichend
Volumen aufweist, um einer Menge an flissigem Re-
agenz in einem oder mehreren Flusszellenkanélen zu
ermoglichen, so zu dem Zwischenspeicherreservoir
zu strémen, dass das flissige Reagenz nicht zurilick
zu dem Reagenzreservoir geleitet wird, nachdem es
die Flusszelle kontaktiert hat.

42. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 39,
wobei die Menge an flissigem Reagenz 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, oder 100% des fllissigen
Reagenz in einem oder mehreren Flusszellenkana-
len aufweist.

43. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 39,
wobei eines oder mehrere der Zwischenspeicherre-
servoirs in Fluidverbindung mit einer Pumpe stehen,
die ausgestaltet ist, flissiges Reagenz von dem Zwi-
schenspeicherreservoir zu der Flusszelle und von der
Flusszelle zurtick zum Zwischenspeicherreservoir zu
bewegen, wobei Zugang von Reagenz zu der Fluss-
zelle und Abgang von Reagenz von der Flusszelle
durch dieselbe Offnung der Flusszelle erfolgt.

44. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 39,
wobei mindestens ein Ventil ausgestaltet ist, um
auf unterschiedliche Weise flussiges Reagenz von
der Flusszelle zuriick zum Zwischenspeicherreser-
voir oder zum Abfallreservoir zu leiten.

45. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 39,
wobei das Zwischenspeicherreservoir ausgestaltet
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ist, um Mischen des Fluids innerhalb des Zwischen-
speicherreservoirs zu verringern, wodurch ein Gradi-
ent des flissigen Reagenz entlang der Lange des Re-
servoirs vom Ende proximal zur Flusszelle zum Ende
distal zur Flusszelle aufrecht erhalten wird.

46. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 39,
wobei das Zwischenspeicherreservoir eine Vielzahl
an Mischelementen aufweist, die ausgestaltet sind,
um Mischen des Fluids innerhalb des Zwischenspei-
cherreservoirs zu férdern.

47. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 46,
wobei die Mischelemente Ablenkelemente aufwei-
sen.

48. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 39,
wobei das Zwischenspeicherreservoir einen Serpen-
tinenkanal aufweist.

49. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 39,
wobei das Zwischenspeicherreservoir einen Kanal
nicht-zylindrischer Form aufweist.

50. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 37,
wobei der Verteiler ausgestaltet ist, um Reagenz von
einem ersten Reagenzreservoir zu einem ersten Ven-
til Gber einen ersten Kanal und von dem ersten Re-
agenzreservoir zu einem zweiten Ventil Gber einen
zweiten Kanal zu liefern.

51. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 37,
der eine Vielzahl an Reagenzansaugern aufweist, die
sich abwarts von den Offnungen erstrecken, wobei
alle Reagenzansauger ausgestaltet sind, um so in
ein Reagenzreservoir in einer Reagenzkartusche hin-
ein gebracht zu werden, dass fllissiges Reagenz von
dem Reagenzreservoir in die Ansauger gezogen wer-
den kann.

52. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 37,
wobei jeder der Vielzahl an Reagenzansaugern ei-
nen réhrenférmigen Kérper mit einem proximalen und
distalen Ende aufweist, wobei sich das distale Ende
zu einer scharfen Spitze verjlingt, die ausgestaltet ist,
um eine Folienschicht, die das Reagenzreservoir in
einer Reagenzkartusche abdeckt, zu durchstof3en.

53. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 52,
wobei die Vielzahl an Reagenzansaugern mit einem
einzigen Lumen, das durch den réhrenférmigen Kor-
per vom distalen zum proximalen Ende lauft, zur Ver-
fligung gestellt ist, wobei das Lumen so ausgestaltet
ist, dass es in Fluidverbindung zwischen Reagenz-
kartusche und Reagenzverteiler steht.

54. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 52,
wobei eine Teilmenge der Reagenzansauger eine
Lénge hat, die kirzer ist als eine der anderen Re-
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agenzansauger in der Vielzahl an Reagenzansau-
gern.

55. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 54,
wobei die Lange der Teilmenge um mindestens 1, 1,
2,1,3,14,15,1,6,1,7,1,8, 1,9, oder 2,0 mm kirzer
ist als die der anderen Reagenzansauger.

56. Reagenzverteiler nach Schutzanspruch 37,
wobei mindestens einer der Reagenzansauger eine
nachgiebige Spitze aufweist, die ausgestaltet ist, um
sich zu biegen, wenn die Spitze auf den Boden einer
Reagenzvertiefung in einer Reagenzkartusche trifft.

57. Sequenzierungssystem, das
eine Detektionsvorrichtung und
ein wie in einem der Schutzanspriiche 1-31 bean-
spruchtes Fluidsystem, aufweist.

Es folgen 11 Seiten Zeichnungen
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Fig. 1B
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