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(54)

(57) Eine Labortemperiereinrichtung (1) zur ge-
meinsamen Temperierung von Reaktionsproben (2) in
mindestens zwei Schritten in jeweils zugeordneten be-
stimmten Temperaturbereichen, welche als Schrittfolge
wiederholt nacheinander ausgefiihrt werden, wobei die
Labortemperiereinrichtung (1) in einem Schritt der
Schrittfolge mehrere jeweils mindestens eine Probe ent-
haltende Gruppen von Proben (2) auf innerhalb der
Gruppen konstante und zwischen den Gruppen unter-

Labortemperiereinrichtung zur Temperierung von Reaktionsproben

schiedliche Temperaturen innerhalb des Temperaturbe-
reiches bringt, ist dadurch gekennzeichnet, daR die La-
bortemperiereinrichtung (1) in jedem Schritt der Schritt-
folge eine andere Teilmenge (LI1,111) der Proben (12)
Gruppenweise auf innerhalb der Gruppen gleiche und
zwischen den Gruppen unterschiedliche Temperaturen
und die Proben der anderen Teilmengen auf eine glei-
che Temperatur innerhalb des zugeordneten Tempera-
turbereiches bringt.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft eine Labortemperierein-
richtung der im Oberbegriff des Anspruch 1 genannten
Art.

[0002] Derartige Labortemperiereinrichtungen wer-
den zur zyklischen Temperierung von Reaktionsproben
auf unterschiedliche Temperaturen verwendet, wie sie
zur Durchfiihrung einiger biochemischer Reaktionen er-
forderlich sind. Hauptanwendungsgebiet solcher Tem-
periereinrichtungen ist die PCR (Polymerase Chain Re-
action). Wenn die optimalen Temperaturen der jeweili-
gen Temperaturbereiche bekannt sind, mufd nurim Mas-
sendurchsatz eine moglichst gro3e Zahl von Proben in
einem Durchlauf mehrerer Zyklen verarbeitet werden.
Unter "Durchlauf" wird im Folgenden ein abgeschlosse-
ner Reaktionsdurchlauf verstanden, bei dem die Schritt-
folge mehrfach wiederholt wurde.

[0003] Die optimalen Temperaturen der einzelnen
Temperaturbereiche missen jedoch vorher ermittelt
werden.

[0004] Gattungsgemale Labortemperiereinrichtun-
gen, wie sie z. B. aus US 6054263 und DE 196 46 115
A1 bekannt sind, bringen daher in einem Schritt der zy-
klisch wiederholten Schrittfolge alle Proben auf unter-
schiedliche Temperaturen innerhalb des zugeordneten
Temperaturbereiches. Bei Auswertung des Reaktions-
ergebnisses kann ermittelt werden, bei welcher der Pro-
ben fiir diesen Schritt ein optimales Ergebnis vorliegt.
Das ist dann die optimale Temperatur fir diesen Schritt.
[0005] Beihandelsiiblichen gattungsgemafRen Labor-
temperiereinrichtungen sind die Proben in einem flachi-
gen Array zeilen- und spaltenweise angeordnet. Die
Temperaturunterschiede werden als Gradient in einer
Richtung Uiber das Array angelegt. Die Schrittfolge wird
zyklisch wiederholt. Bei diesen sogenannten Gradient-
encyclern wird bei jeder zyklisch wiederholten Schritt-
folge immer nur bei demselben Schritt mit unterschied-
lichen Temperaturen gearbeitet. Es kann also in einem
Durchlauf nur die Temperatur fiir einen Schritt optimiert
werden. Zur Optimierung der Temperaturen aller Schrit-
te sind mehrere Durchlaufe erforderlich. Dies ist mit er-
heblichen Zeitaufwand und Verbrauch an teuren Proben
verbunden.

[0006] Inder DE 196 46 115 A1 ist vorgeschlagen, bei
jeder Schrittfolge in zwei Schritten Gradienten in X- bzw.
Y-Richtung anzulegen. Damit kdnnen in einem Durch-
lauf zwei Schritte optimiert werden. Besteht die Schritt-
folge jedoch aus mehr Schritten, z. B. den Ublichen drei
Schritten des Standard PCR-Prozesses, so miissen die
weiteren Schritte in gesonderten Durchldufen optimiert
werden. AuRerdem ist zur Anlegung von Gradienten in
unterschiedlichen Richtungen ein erhéhter Gerateauf-
wand und auch Auswertaufwand erforderlich.

[0007] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung be-
steht darin, bei einer gattungsgemafen Labortermpe-
riereinrichtung die Temperaturoptimierung aller Schritte
zu vereinfachen.
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[0008] Diese Aufgabe wird mit den Merkmalen des
Anspruches 1 gel6st.

[0009] ErfindungsgemaR sind die in der Labortermpe-
riereinrichtung vorgesehenen Proben in jeweils einem
der Schritte zugeordnete Teilmengen unterteilt. Bei je-
dem Schritt werden Temperaturunterschiede nur bei ei-
ner der Teilmengen angelegt, wahrend alle tbrigen Pro-
ben auf einer der Temperaturen des dem Schritt zuge-
ordneten Temperaturbereiches liegen. Das Ganze wird
zyklisch wiederholt. Greift man eine der Teilmengen her-
aus und betrachtet diese bei den aufeinanderfolgenden
Schritten, so wird bei ihr mit Temperaturunterschieden
nur in dem selben Schritt gearbeitet. Werden nach kom-
plettem Durchlauf die Proben ausgewertet, so kann
man an jeder der Teilmengen bei Auswertung des Re-
sultates fur die unterschiedlichen Gruppen die optimale
Temperatur fir einen der Schritte ermitteln. Dieses Teil-
menge bleibt von Temperaturunterschieden bei ande-
ren Schritten unbeeinflult. Es ergibt sich also eine sehr
einfache und genaue Ermittlung der optimalen Tempe-
ratur fiir jeden Schritt. Bei einem Durchlauf kdnnen alle
Schritte hinsichtlich ihrer Temperatur optimiert werden.
[0010] Die Proben kénnen in beliebiger Weise zwei-
dimensional oder dreidimensional oder auch willktrlich
verteilt angeordnet sein. Die Gruppen- und Teilmengen-
zuordnung und -auswertung kann von einem Computer
erledigt werden. Dabei ergibt sich der Vorteil, dal} bei
beliebiger Anzahl von Schritten pro Schrittfolge durch
Unterteilung in eine entsprechend groRe Zahl von Teil-
mengen stets in einem Durchlauf die Temperaturopti-
mierung fir alle Schritte erfolgen kann.

[0011] Nach der Lehre der DE 196 46 115 A1 ware in
einer zweidimensionalen Anordnung von Proben nur
die gleichzeitige Optimierung zweier Schritte mdglich.
Bei einer dreidimensionalen Anordnung von Proben er-
gabe sich analog die Méglichkeit zur Optimierung dreier
Schritte in einem Durchlauf. Mit der vorliegenden Erfin-
dung wird die Zahl gleichzeitig optimierbarer Schritte
unabhéngig von der Dimensionszahl der Probenanord-
nung.

[0012] Vorteilhaft sind zur Vereinfachung der Anord-
nung und Auswertung der Proben die Merkmale des An-
spruches 2 vorgehen, wobei insbesondere weiter ver-
einfachend die Merkmale der Anspriiche 3 und 4 vorge-
sehen sind. Dabei sind vorteilhaft die Teilmengen in
Ubersichtlicher Weise gemall Anspruch 5 angeordnet
und es werden vorteilhaft Gradienten gemaf Anspruch
6 angelegt. Dies ergibt eine Anordnung, die im wesent-
lichen der des (blichen Gradientencyclers entspricht,
bei der jedoch erfindungsgemaf Flachenbereiche des
Arrays bei jedem Schritt anders behandelt werden. Dies
kann bei Verwendung des ublichen warmeleitfahigen
Temperierblockes, der die Proben aufnimmt, z. B. durch
entsprechende thermische Unterteilung an den Fla-
chengrenzen ermdglicht werden.

[0013] Eine weitere Vereinfachung der Konstruktion
und auch der Auswertung ergibt sich durch die vorteil-
haften Merkmale des Anspruches 7.
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[0014] In der Zeichnung ist die Erfindung beispiels-
weise und schematisch dargestellt. Es zeigen:

Fig. 1 Eine Labortemperiereinrichtung mit einer fla-
chigen Anordnung von Proben bei Durchfiih-
rung des ersten Schrittes einer dreischrittigen
Schrittfolge,

Fig. 2 die Anordnung der Fig. 1 bei einem zweiten
Schritt und

Fig. 3  die Anordnung der Fig. 1 bei einem dritten
Schritt der Schrittfolge.

[0015] Fig. 1 zeigt eine Labortemperiereinrichtung 1,

die in einer flachigen, nach Zeilen und Spalten geord-
neten Arrayanordnung Reaktionsproben 2 enthalt. Im
dargestellten Beispiel handelt es sich um Proben, an de-
nen ein dreischrittiger PCR-Prozel3 durchgefiihrt wer-
den soll. Dabei werden alle Proben des Arrays in dem
ersten Schritt, dem Denaturierungsschritt, auf Tempe-
raturen im Temperaturbereich um 90° gebracht. Im
zweiten Schritt, der in Fig. 2 dargestellt ist, dem An-
nealingschritt, werden alle Proben auf den Temperatur-
bereich um 45° gebracht. Im dritten Schritt, der in Fig.
3 dargestellt ist, dem Elongationsschritt, werden alle
Proben auf einen Temperaturbereich um 65° gebracht.
[0016] Die Proben des in Fig. 1 dargestellten Arrays
sind in drei Teilmengen entsprechend den dargestellten
Flachenbereichen [, Il, Il unterteilt und zwar in der dar-
gestellten einfachen Weise mit den beiden dargestellten
Bereichsgrenzen, die parallel zu den Spalten des Arrays
liegen.

[0017] Indemin Fig. 1 dargestellten Denaturierungs-
schritt bringt die Labortemperiereinrichtung 1 mit nicht
dargestellten Temperiereinrichtungen die Flachenberei-
che Il und Il auf die Mitteltemperatur von 90° des Tem-
peraturbereiches. Im Flachenbereich | wird ein Tempe-
raturgradient in Pfeilrichtung, also in Richtung der Spal-
ten an diesen Bereich angelegt und erzeugt in diesem
Temperaturen im Bereich 85° bis 95°.

[0018] In dem in Fig. 2 dargestellten zweiten Schritt,
dem Annealingschritt, wird ein mit einem Pfeil darge-
stellter Gradient ebenfalls parallel zu den Spalten ange-
legt, jedoch im Flachenbereich Il. Die Bereiche | und Il
liegen auf der Mitteltemperatur von 55° des zum An-
nealingschritt gehdrenden Temperaturbereiches.
[0019] Bei dem in Fig. 3 dargestellten Elongations-
schritt wird, wie dargestellt, ein Temperaturgradient im
Bereich Il angelegt. Die beiden Bereiche | und Il liegen
wiederum auf der Mitteltemperatur des zugehdrigen
Temperaturbereiches also auf 65°.

[0020] Die drei dargestellten Schritte werden als
Schrittfolge zyklisch in einem Durchlauf wiederholt. In
einer Schrittfolge wandert der Gradient von Schritt zu
Schritt durch die Bereiche I-111.

[0021] Nach Ende des Durchlaufes werden die Reak-
tionsergebnisse in den Proben ausgewertet. Aus den

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Proben im Bereich | kann ermittelt werden, welche Tem-
peratur fir den Denaturierungsschritt optimal ist. Ent-
sprechend kann aus den Proben der Bereiche Il und Il
die optimale Temperatur flir den Annealingschritt und
den Elongationsschritt ermittelt werden. In einem
Durchlauf kénnen also alle drei Schritte hinsichtlich ihrer
Temperatur optimiert werden.

[0022] Wird ein Prozel3 verwendet, der nur zwei
Schritte bendtigt, so waren beispielsweise nur zwei Be-
reiche, also z.B. die Bereiche | und Il, erforderlich. Wird
ein Prozeld mit funf Schritten verwendet, so ware das
Array in finf Bereiche zu unterteilen, die in der aus den
Figuren 1-3 ersichtlichen Weise zu behandeln sind.
[0023] Anders als im ausgeflihrten Ausflihrungsbei-
spiel, missen die Gradienten nicht unbedingt in Spal-
tenrichtung anliegen. Sie kénnen auch in Zeilenrichtung
anliegen. Konstruktiv einfacher ist jedoch die dargestell-
te Ausfiihrungsform, bei der die Gradienten parallel zu
den Bereichsgrenzen Il liegen, da die Gradienten von
zwei Seiten der Arrayanordnung her (gemaR Fig. 1 von
oben und von unten) fiir alle drei Bereiche I-1ll erzeugbar
sind.

[0024] Ist die Labortemperiereinrichtung als Ublicher
warmeleitfahiger Block mit Vertiefungen ausgebildet, in
denen die Reaktionsproben 2 z. B. in Kunststoffgefalen
angeordnet sind, so ware an den Bereichsgrenzen fir
eine saubere thermische Trennung zwischen den Be-
reichen in geeigneter Weise Sorge zu tragen.

[0025] Werden die Reaktionsproben 2 mit nicht dar-
gestellten Einrichtungen einzeln und unabhangig von-
einander temperiert, so entfallen die Probleme an den
Bereichsgrenzen. Es kann dann auch die Spalten- und
Zeilenanordnung zugunsten einer beliebigen Anord-
nung der Reaktionsproben 2 in der Flache des Arrays
aufgegeben werden. Soll z. B. der Schritt gemaR Fig. 1
ausgefuhrt werden, so wird in einer beliebig aus den
Proben 2 herausgegriffenen Teilmenge eine Anzahl von
beliebig herausgegriffenen Gruppen gebildet und es
werden diese Gruppen von Proben auf unterschiedliche
Temperaturen gebracht, wahrend alle tbrigen Proben
auf derselben Temperatur liegen.

[0026] Dieinnerhalb einer Teilmenge auf unterschied-
liche Temperaturen gebrachten Gruppen missen je-
weils wenigsten eine Probe enthalten. In einfachster
Ausfiihrung kénnte die in Fig. 1 dargestellte Arrayanord-
nung pro Flachenbereich (I, Il, Ill) nur jeweils eine mit
Proben besetzte Spalte enthalten. Dadurch wird der
Probenverbrauch bei dem Temperaturoptimierungs-
durchlauf verringert. Sind, wie dargestellt, mehrere
Spalten pro Bereich vorgesehen, so kann diese Labor-
temperiereinrichtung spater auch fir die Massenverar-
beitung grolRer Probenzahlen verwendet werden, bei
der die optimalen Temperaturen der einzelnen Schritte
bereits bekannt sind und daher in jedem in der in Figu-
ren 1-3 dargestellten Schritte alle Proben auf der zuvor
ermittelten Optimaltemperatur des Schrittes liegen.
[0027] Die vorerwahnten Ausfilhrungsformen weisen
eine zweidimensionale Arrayanodnung von Proben auf.
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Die Proben kénnen nach der Erfindung auch dreidimen-
sional, z. B. in einen rechtwinkligen Gitter geordnet oder
auch unregelmafig angeordnet sein. Die vorerwdhnten
Vorschriften gelten dann in analog auf Dreidimensionen
erweiterter Form. 5

Patentanspriiche

1. Labortemperiereinrichtung (1) zur gemeinsamen 170
Temperierung von Reaktionsproben (2) in minde-
stens zwei Schritten (Fig. 1, 2, 3) in jeweils zuge-
ordneten bestimmten Temperaturbereichen, wel-
che als Schrittfolge wiederholt nacheinander aus-
gefiihrt werden, wobei die Labortemperiereinrich- 15
tung (1) in einem Schritt der Schrittfolge mehrere
jeweils mindestens eine Probe enthaltende Grup-
pen (Zeilen) von Proben (2) auf innerhalb der Grup-
pen konstante und zwischen den Gruppen unter-
schiedliche Temperaturen innerhalb des Tempera- 20
turbereiches bringt, dadurch gekennzeichnet,
daB die Labortemperiereinrichtung (1) in jedem
Schritt (Fig. 1, 2, 3) der Schrittfolge eine andere Teil-
menge (1, 1, Ill) der Proben (2) Gruppenweise (zei-
lenweise) auf innerhalb der Gruppen gleiche und 25
zwischen den Gruppen unterschiedliche Tempera-
turen und die Proben der anderen Teilmengen auf
eine gleiche Temperatur innerhalb des zugeordne-
ten Temperaturbereiches bringt.

30
2. Labortemperiereinrichtung nach Anspruch 1, da-
durch gekennzeichnet, daB die Proben (2) in ei-
nem flachigen Array in Zeilen und Spalten angeord-
net sind.
35

3. Labortemperiereinrichtung nach Anspruch 2, da-
durch gekennzeichnet, daR die Zeilen und Spal-
ten orthogonal zueinander angeordnet sind.

4. Labortemperiereinrichtung nach Anspruch 2, da- 40
durch gekennzeichnet, daB alle Proben einer
Gruppe in einer Zeile oder in einer Spalte liegen.

5. Labortemperiereinrichtung nach Anspruch 2, da-
durch gekennzeichnet, da die Teilmengen zu- 45
sammenhangenden Flachenbereichen (1, Il, Ill) des
Arrays entsprechen.

6. Labortemperiereinrichtung nach Anspruch 2, da-
durch gekennzeichnet, daB die Temperaturunter- 50
schiede als Temperaturgradient (Pfeil) parallel zu
den Zeilen oder Spalten des Arrays ausgebildetet
sind.

7. Labortemperiereinrichtung nach den Anspriichen3 55
und 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Grenzen
der Flachenbereiche (1, Il, 1ll) parallel zur Richtung
des Gradienten (Pfeil) liegen.
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