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(57)  Betrifft Vorrichtungen (1), entsprechende Ver-
fahrenseinheiten (18) bzw. Systeme (38) zum Bereitstel- Fi ZA
len eines spaltférmigen Hybridisierraums (2) fir die Hy- g .
bridisierung von Nukleinsaureproben, Proteinen oder
Gewebeschnitten Gber einem Objekttrager (3). Solche 17 .
Vorrichtungen (1) sind gegentuber diesem Objekttrager 1\ |
(3) bewegbar ausgebildet und umfassen eine ringférmi- 4 ! '
ge Dichtflache (4) zum Abschliessen des Hybridisier- II -
raums (2) durch Beaufschlagen einer Oberflache (5) die- Iy
|
|

ses Objekttragers (3). Solche Vorrichtungen (1) umfas-

sen zudem Leitungen (6,6’) zum Zu- bzw. Ableiten von 6'-
Medien in den Hybridisierraum (2) hinein bzw. aus dem 4
Hybridisierraum (2) heraus. Ferner umfassen diese Vor-

richtungen (1) eine Musterzufiihrung (7) und vorzugswei-

se auch eine Agitationseinrichtung (8) zum Bewegen von 107——|
Flussigkeiten gegentber auf der Oberflache (5) des Ob-

jekttragers (3) immobilisierten Proben. Die erfindungs- 105—_
gemassen Vorrichtungen sind dadurch gekennzeichnet, 101—
dass sie einen Hybridisierraum (2) begrenzen, der an

zumindest einer gegen das Innere dieses Hybridisier- 103
raums (2) gerichteten Oberflache (5,14) der Vorrichtung

(1) und/oder des Objekttragers (3) Reliefstrukturen (101)

zum Leiten und/oder Blockieren von Luftblasen (102) 106/
aufweist. Entsprechend dem erfindungsgemassen Ver-
fahren werden im Hybridisierraum (2) anwesende Luft-
blasen (102) durch diese Reliefstrukturen (101) gefihrt
und/oder gefangen. 15—1
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung gemass
dem Oberbegriff des unabhéngigen Anspruchs 1 sowie
eine entsprechende Verfahrenseinheit gemass An-
spruch 15 und ein automatisches System gemass dem
Oberbegriff des Anspruchs 17 fir die Hybridisierung von
Nukleinsaureproben, Proteinen und Gewebeschnitten.
Gemass Anspruch 19 betrifft die vorliegende Erfindung
zudem ein entsprechendes Verfahren.

[0002] DieVerwendungvon DNA-Proben (DNA=Des-
oxyribosenukleinsdure) und insbesondere von Mikroar-
rays solcher Proben stellt der Forschung eine wichtige
Technik zur gleichzeitigen bzw. simultanen Analyse von
Tausenden von Genen zur Verfugung. Diese Technik
umfasst die Immobilisierung von DNA-Proben aus vielen
Genen auf einer festen Substrat-Oberflache, wie z.B. auf
einem glasernen Objekttrager fur ein Lichtmikroskop. Die
DNA-Proben werden bevorzugt in einem Array von Pro-
benflecken oder "spots”, d.h. in einem zweidimensiona-
len Gitter auf dem Substrat angeordnet und man kann
spéter - ausgehend von einer bestimmten Position inner-
halb eines solchen Arrays auf den Ursprung der entspre-
chenden DNA-Probe zuriickschliessen. Die Technik um-
fasst typischerweise die Kontaktierung des DNA-Pro-
ben-Arrays mit RNA-Muster-Suspensionen bzw. -Ldsun-
gen (RNA = Ribosenukleinséure) um damit spezifische
Nukleotidsequenzen in den DNA-Proben nachzuweisen.
Diese RNA-Muster werden oft mit einem sogenannten
"tag" oder "label", d.h. einem Molekiil versehen, welches
z.B. ein Fluoreszenzlicht mit einer spezifischen Wellen-
lange aussendet. Immobilisierte Proben kénnen auch
aminosaurehaltige (z.B. Proteine, Peptide) oder nukle-
insdurehaltige (z.B. cDNA, RNA) Proben umfassen. Zu
den immobilisierten Proben zugegebene Muster kénnen
beliebige Molekile bzw. chemische Verbindungen um-
fassen, welche mit den immobilisierten Proben hybridi-
sieren oder sich sonstwie mit diesen verbinden.

[0003] Unter guten experimentellen Bedingungen hy-
bridisieren bzw. binden RNA-Muster an immobilisierten
DNA-Proben und bilden mit diesen zusammen hybride
DNA-RNA-Strange. Fur jede der immobilisierten
DNA-Proben und fir spezielle RNA-Muster kann man
Unterschiede in der Hybridisierung unter den DNA-Pro-
ben durch die Messung der Intensitat und der Wellen-
langenabhéngigkeit der Fluoreszenz jedes einzelnen Mi-
kroarray-Elements feststellen und so herausfinden, ob
der Grad der Genexpression in den untersuchten
DNA-Proben variiert. Mit der Verwendung von DNA-Mi-
kroarrays kénnen somit (iber die Expression von grossen
Mengen von Genen und tber deren Expressionsmuster
umfassende Aussagen gemacht werden, obwohl nur ge-
ringe Mengen an biologischem Material eingesetzt wer-
den mussen.

[0004] DNA-Mikroarrays haben sich als erfolgreiche
Werkzeuge etabliert und die Gerate zur Durchfiihrung
der DNA-Hybridisierung wurden laufend verbessert (vgl.
z.B. US 6,238,910 oder US 2003/0013184 Al bzw. EP 1
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260 265 Al des aktuellen Anmelders). Diese Dokumente
offenbaren eine Vorrichtung zum Bereitstellen eines Hy-
bridisierraums fiir die Hybridisierung von Nukleinsaure-
proben auf einem Objekttrager, welche gegeniber die-
sem Objekttrager bewegbar ausgebildetist und eine ring-
férmige Dichtung zum Abschliessen des Hybridisier-
raums durch Beaufschlagen einer Oberflache dieses Ob-
jekttragers umfasst. Zudem umfasst die offenbarte Vor-
richtung Leitungen zum Zu- bzw. Ableiten von Medien in
den Hybridisierraum hinein bzw. aus dem Hybridisier-
raum heraus sowie eine Probenzufiihrung. Eine verbes-
serte Temperaturkontrolle und eine Bewegung der Flis-
sigkeit mit den RNA-Mustern gegeniiber den auf dem
Objekttrager immobilisierten DNA-Proben sind ebenfalls
offenbart. Allerdings dauert es insbesondere bei einer
Vorrichtung entsprechend US 6,238.910 zu lange, bis
eine einigermassen gute Verteilung der Musterflussigkeit
gegeniber den an der Oberflache der Objekttrager im-
mobilisierten Proben erreicht wird, zudem wird der Ver-
brauch an Musterflissigkeit als zu hoch betrachtet.
[0005] Es kommt einerseits immer wieder vor, dass
Luftblasen beim Einfullen von Fliissigkeiten oder auch
spater in der Hybridisierkammer entstehen. Andererseits
wurde versucht (vgl. z.B. US 6,186,659), Luftblasen ge-
zZielt als Agitationsmittel einzusetzen, um in der Hybridi-
sierkammer eine grundlichere Durchmischung der Rea-
genzien zu erzielen. Im allgemeinen sind aber im Hybri-
disiermedium anwesende Luftblasen nicht erwiinscht,
weil diese den meist sehr diinnen Flussigkeitsfilm tber
den immobilisierten Proben stéren. Dies kann zu einer
Inhomogenitat der Verteilung von Reagenzien im Hybri-
disiermedium und damit zu einer Verfalschung der Hy-
bridisier-Resultate fuhren; schlimmstenfalls verdréngen
grossere Luftblasen sogar das Hybridisiermedium von
Teilen der auf dem Objekttrager immobilisierten Proben.
[0006] Aus dem Stand der Technik sind zudem zahl-
reiche Methoden bekannt, um das spontane Auftreten
von Luftblasen oder das Verbleiben derselben in der
Kammer zu behindern. So wurde z.B. ein nichtparalleles
Anordnen der die Hybridisierkammer definierenden Ob-
jekttrager und Deckel vorgeschlagen (vgl. US 5,922,
591), oder die Hybridisiermedien werden wahrend dem
ganzen Hybridisierprozess aus der Kammer hinaus und
wieder hinein beférdert. Andere mischen die Oberfla-
chenspannung reduzierende Agenzien in das Hybridi-
siermedium oder behandeln die Oberflachen der Kam-
mer mit wasserabstossenden chemischen Verbindun-
gen.

[0007] Aus US 6,458,526 ist eine Anordnung bekannt,
mir welcher in den Hybridisierraum hineinragende "Bla-
senhélften" aus einem mit Lésungsmittel gesattigten Gas
erzeugt werden. Es handelt sich bei diesen "Blasenhalf-
ten" eigentlich um kalottenférmige Grenzflachen von
Gasraumen mit einem definierten Kriimmungsradius.
Diese "Blasenhélften" befinden sich an definierten Stel-
len der Kammer, wo sie die Hybridisierung der Proben
nicht stéren kdnnen. In einem vom Hybridisierraum ab-
getrennten Kompartiment befindet sich ein Losungsmit-
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tel, welches im Hybridisiermedium enthalten ist. Uber
diesem Ldsungsmittel wird eine gesattigte Atmosphére
aufrecht erhalten, welche konstant mit den Gasraumen
hinter den "Blasenhaélften" verbundenist. Damit wird kon-
stant eine mit dem Lésungsmittel gesattigte Atmosphére
an die kalottenférmigen Grenzflachen gebracht und da-
durch der Partialdruck des im Hybridisiermedium anwe-
senden Lésungsmittel so beeinflusst, dass allenfalls vor-
handene Luftblasen schrumpfen und eliminiert werden.
Dieses Verfahren hat den Nachteil, dass diese kalotten-
formigen Grenzflachen mittels speziellen Vorrichtungen
geschaffen und aufrechterhalten werden muissen.
[0008] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung betrifft
gemass einem ersten Aspekt das Bereitstellen einer al-
ternativen Vorrichtung und gemass einem zweiten
Aspekt das Bereitstellen eines Verfahrens mit welcher
bzw. mit welchem Luftblasen in einer Hybridisierkammer
auf einfache Art und Weise beeinflusst werden kdnnen.
[0009] Diese Aufgabe geméass dem ersten Aspektwird
mit der Merkmalskombination des unabhéngigen An-
spruchs 1 gelést und ist dadurch gekennzeichnet, dass
die Vorrichtung einen spaltfdrmigen Hybridisierraum be-
grenzt, der an einer gegen das Innere dieses Hybridisi-
erraums gerichteten Oberflache der Vorrichtung
und/oder des Objekttragers Reliefstrukturen zum Leiten
und/oder Blockieren von Luftblasen aufweist. Diese Auf-
gabe gemass dem zweiten Aspekt wird dadurch geldst,
dass Luftblasen entsprechend den Merkmalen des un-
abhéngigen Anspruches 19 innerhalb der Hybridisier-
kammer bewegt und/oder gefangen werden.

[0010] Vorteilhafte Weiterbildungen und zusatzliche
Merkmale der Erfindung ergeben sich aus den abhangi-
gen Anspriichen.

[0011] Der vorliegenden Erfindung liegt die Uberle-
gung zu Grunde, dass einerseits Gasmolekile der Um-
gebungsluft in die Hybridisierkammer diffundieren kén-
nen und so Luftblasen gebildet werden. Andererseits
kénnen sich, z.B. in Folge einer Veranderungen der Los-
lichkeit von Gasen, spontan Gasblasen im Hybridisier-
medium bilden. Im Zusammenhang mit dieser Erfindung
werden deshalb alle Gasblasen im Hybridisiermedium -
ungeachtet des Entstehungsprozesses in der Hybridi-
sierkammer - als "Luftblasen" bezeichnet.

[0012] Die Erfindung soll nun an Hand von schemati-
schen und beispielhaften Zeichnungen, welche den Um-
fang der Erfindung nicht beschréanken sollen, néher er-
lautert werden. Dabei zeigt:

Fig. 1A einen senkrechten Langsschnitt durch eine
Anordnung zum Bereitstellen einer Hybridi-
sierkammer mit aufgeklappter Vorrichtung;
Fig. 1B einensenkrechten Langsschnittdurch die An-
ordnung von Fig. 1A mit heruntergeklappter
Vorrichtung bzw. geschlossener Hybridisier-
kammer;

Fig. 2A  eine schematische Ansicht einer Hybridisier-
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kammer zwischen einer Vorrichtung und ei-
nem Obijekttrager, auf den diese Vorrichtung
aufgesetzten ist, wobei die Vorrichtung eine
Anordnung von Reliefstrukturen zum Blockie-
ren von Luftblasen gemass einer ersten Va-
riante aufweist;

eine schematische Ansicht einer Hybridisier-
kammer gemass Fig. 2A, wobei die Vorrich-
tung eine Anordnung von Reliefstrukturen
zum Blockieren von Luftblasen gemass einer
zweiten und dritten Variante aufweist;

eine schematische Ansicht einer Hybridisier-
kammer geméss Fig. 2A, wobei die Vorrich-
tung eine Anordnung von Reliefstrukturen
zum Blockieren von Luftblasen gemass einer
vierten und fuinften Variante aufweist;

eine schematische Ansicht einer Hybridisier-
kammer zwischen einer Vorrichtung und ei-
nem Objekttrager, auf den diese Vorrichtung
auf- gesetzten ist, wobei die Vorrichtung eine
Anordnung von Reliefstrukturen zum Leiten
von Luftblasen gemass einer ersten Variante
aufweist;

eine schematische Ansicht einer Hybridisier-
kammer, wobei die Vorrichtung eine Anord-
nung von Reliefstrukturen zum Leiten und
zum Blockieren von Luftblasen geméss der
jeweils ersten Variante aufweist;

eine schematische Ansicht einer Hybridisier-
kammer, wobei die Vorrichtung eine alterna-
tive Anordnung von Reliefstrukturen zum Lei-
ten und zum Blockieren von Luftblasen auf-
weist;

einen senkrechten Teilschnitt durch die An-
ordnung gemass Fig. 1B mit herunterge-
klappter Vorrichtung bzw. geschlossener Hy-
bridisierkammer; wobei die Vorrichtung eine
Ausbildung von Reliefstrukturen zum Leiten
von Luftblasen gemass einer ersten Variante
aufweist;

einen senkrechten Teilschnitt entsprechend
Fig. 4A; wobei die Vorrichtung eine Ausbil-
dung von Reliefstrukturen zum Leiten von
Luftblasen gemass einer zweiten Variante
aufweist;

einen senkrechten Teilschnitt entsprechend
Fig. 4A; wobei die Vorrichtung eine Ausbil-
dung von Reliefstrukturen zum Leiten von
Luftblasen geméass einer dritten Variante auf-
weist;



5 EP 1616 619 Al 6

Fig. 4D einen senkrechten Teilschnitt entsprechend
Fig. 4A; wobei die Vorrichtung eine Ausbil-
dung von Reliefstrukturen zum Leiten von
Luftblasen geméss einer vierten Variante auf-
weist;

Fig. 5 eine schematische Teilansicht einer Hybridi-
sierkammer zwischen einer Vorrichtung und
einem Objekttrager, auf den diese Vorrich-
tung aufgesetztist, wobei die Vorrichtung eine
Anordnung von Reliefstrukturen zum Leiten
und zum Blockieren von Luftblasen gemass
einer jeweils ersten Variante und eine Ausbil-
dung dieser Reliefstrukturen gemass der vier-
ten Variante aufweist.

[0013] Figur 1 zeigt einen der Fig. 7 von US
2003/0013184 Al bzw. EP 1 260 265 Al des aktuellen
Anmelders entsprechenden, senkrechten Langsschnitt
durch eine Vorrichtung 1 fur die Hybridisierung von Nu-
kleinsaureproben, Proteinen und Gewebeschnitten. Die-
se Vorrichtung 1 ist wie ein Deckel gegeniuber einem
Objekttrager 3 bewegbar (hier um eine Achse 34
schwenkbar ausgebildet, so dass der Hybridisierraum 2
durch eine einfache Bewegung gedffnet (vgl. Fig. 1A)
und geschlossen (vgl. Fig. 1B) werden kann. Eine ring-
formige Dichtung bzw. Dichtflache 4 dient zum Ab-
schliessen des Hybridisierraums 2 durch Beaufschlagen
einer Oberflache 5 dieses Objekttragers 3. Diese Dicht-
flache 4 kann eine abgesetzte Oberflache oder Stufe 104
des Deckels bzw. der Vorrichtung 1 sein, welche flach
auf der Oberflache 5 des Objekttragers 3 liegt; alternativ
dazukann z.B. auch eine Lippendichtung verwendet wer-
den. Bevorzugt wird jedoch eine O-Ring-Dichtung 103
als Dichtflache 4. Die Anordnung umfasst Leitungen 6,6’
zum Zu- bzw. Ableiten von Medien in den Hybridisier-
raum 2 hinein bzw. aus dem Hybridisierraum 2 heraus.
Solche Medien kénnen Reagenzien zum Durchfiihren
der Hybridisierungsreaktion, wie z.B. Waschfliissigkei-
ten oder Puffer-Losungen, aber auch inerte Gase (wie
z.B. Stickstoff) zum Trocknen der Hybridisierungspro-
dukte auf den Objekttragern 3 bzw. zum Ausblasen der
Hybridisierkammern 2 und der Medienleitungen 6,6’
sein. Diese Zu- bzw. Ableitungen 6,6’ fir Hybridisierme-
dien munden bevorzugt in je einen Agitationsraum 11,
11'. Die Anordnung umfasst zudem eine verschliessbare
Musterzufiihrung 7, durch welche von Hand RNAenthal-
tende Flissigkeiten oder andere Musterflissigkeiten
zupipettiert werden kénnen. Die Musterzufiihrung 7 wird
vorzugsweise mit einem Kunststoffpfropfen (nicht ge-
zeigt) verschlossen. Alternativ dazu kann eine automa-
tische bzw. robotisierte Musterzufiihrung vorgesehen
werden, wie diese in unterschiedlichen Ausfihrungsfor-
men in US 2003/0013184 Al bzw. EP 1 260 265 Al des
aktuellen Anmelders offenbart sind, auf die hier aus-
driicklich Bezug genommen wird.

[0014] Bevorzugtsind die Vorrichtungen 1 parallel zu-
einander und in einer Vierergruppe angeordnet, weil die-
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se Anordnung gerade ein Mass flr eine Temperaturkon-
trollplatte 20 zulasst, auf welche ein Rahmen 21 in der
Grosse einer Mikroplatte mit vier parallel zu einander an-
geordneten Objekttragern 3 passt. Jede dieser Vierer-
gruppen ist einer an ein Temperatursteuergerét ange-
schlossenen Temperaturkontrollplatte 20 zugeordnet.
Eine Temperaturkontrollplatte 20 ist zur flachigen Auf-
nahme eines vier Objekttrager 3 tragenden Rahmens 21
ausgebildet. Weil die Objekttrager 3 im Rahmen 21 sanft
federnd gehalten sind und weil die Temperaturkontroll-
platte 20 so ausgebildet ist, dass der Rahmen ihr gegen-
Uber etwas abgesenkt werden kann, liegen die Objekt-
trager 3 direkt auf der Oberflache der Temperaturkon-
trollplatte 20. Jede Vierergruppe einer Verfahrenseinheit
18 umfasst eine um eine Achse 34 schwenkbare und
gegenuber einer Grundplatte 35 verriegelbare Halterung
36 mit vier Sitzen 37, wobei in jeden dieser Sitze 37 eine
Vorrichtung 1 einlegbar ist. Jede Verfahrenseinheit 18
umfasst zudem eine Anschlussplatte 22 zum dichtenden
Verbinden der Einheitsleitungen 23,23',23" des Systems
38 mit den Leitungen 6,6’,6" der Vorrichtungen 1. Als
Dichtungen fur diese Verbindungen werden O-Ringe be-
vorzugt (nicht gezeigt).

[0015] Die Anordnung umfasst vorzugsweise eine me-
dientrennende Agitationseinrichtung 8 zum Bewegen
von Flissigkeiten gegenlber auf der Oberflache 5 der
Objekttrager 3 immobilisierten nukleinsédure- bzw. ami-
nosaurehaltigen Proben oder Gewebeschnitten. In der
in Figur 1 gezeigten Ausfihrungsform umfasst die Agi-
tationseinrichtung 8 der Anordnung eine Membran 9.
Diese Membran 9 trennt einen Druckraum 10, der tber
eine Druckleitung 6" mit einem Druckfluid (Gas oder
Flussigkeit) befiullbar ausgebildet ist, von einem Agitati-
onsraum 11, der Uber eine Agitationsleitung 12 mit dem
Hybridisierraum 2 verbunden ist. Nach dem Erreichen
des thermischen Gleichgewichtes der Anordnung, dem
Zugeben eines bestimmten Volumens an RNA-Muster-
flussigkeit und dem Verschliessen der Musterzufiihrung
7 wird Uber die Druckleitung 6" vorzugsweise Luft oder
ein anderes Gas (es kdnnte aber auch eine Flissigkeit
sein) stossweise in den Druckraum 10 gebracht (Uber-
duckversion) oder daraus abgesogen (Unterdruckversi-
on), so dass sich die Membran 9 im gleichen Rhythmus
durchbiegt und entsprechend den Agitationsraum 11 ver-
kleinert bzw. vergrdssert. Dadurch wird die Musterflis-
sigkeit im gleichen Rhythmus des Uber- bzw. Unter-
drucks und Entspannensim Hybridisierraum 2 gegendas
eine oder das andere Ende bewegt, wo sich vorzugswei-
se an der gegen das Innere des Hybridisierraums 2 ge-
richteten Oberflache 14 des Deckels bzw. der Vorrich-
tung 1 je ein Querstrémkanal 15,15’ befindet.

[0016] Diese Querstromkanale 15,15 erleichtern ei-
nerseits das Querverteilen von in der Musterlésung ent-
haltenen RNA-Molekulen. Dadurch wird bewirkt, dass
die Musterflussigkeit bzw. die Waschflissigkeiten homo-
gen Uber das gesamte im Hybridisierraum 2 anwesende
Volumen verteilt werden. Andrerseits dienen die Quer-
stromkanale 15,15’ auch als Flussigkeits-Reservoir, so
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dass bei der durch die in der Vorrichtung eingebauten
Agitationseinrichtung 8 erzeugte Pendelbewegung der
Musterlésung nicht dazufiihrt, dass Teile des Hybridisi-
erraums 2 unbeabsichtigt trocken liegen.

[0017] Vorzugsweise ist ein zweiter, ebenfalls mit ei-
ner Membran 9’ versehener Agitationsraum 11’ iber eine
zweite Agitationsleitung 12’ mit dem Hybridisierraum 2
verbunden. Wenn jetzt ein auf den Druckraum 10 abge-
gebener Druckstoss die erste Membran 9 in den ersten
Agitationsraum 11 druckt, wird dieser Impuls Uber die
erste Agitationsleitung 12 auf die Musterflissigkeitim Hy-
bridisierraum 2 Ubertragen. Die Musterflissigkeit weicht
etwas gegen die zweite Agitationsleitung 12’ aus (kann
diese sogar zum Teil fullen) und erhéht den Druck im
zweiten Agitationsraum 11’. Dadurch biegt sich die zwei-
te Membran 9' nach oben und wird dabei elastisch ge-
dehnt. Sobald der Uberdruck im Druckraum 10 nach-
lasst, federn beide Membranen 9,9’ in ihre Ruheposition
zuriick und bewegen die Musterflissigkeit im Hybridisi-
erraum 2 in die entgegengesetzte Richtung. Durch diese
Pendelbewegung kann mit der gezeigten Anordnung ei-
ne Musterflissigkeit mit einem minimalen Volumen (im
Bereich von ca. 100 pl) in weniger als einer Minute prak-
tisch homogen im Hybridisierraum 2 verteilt werden. Vor-
zugsweise wird unmittelbar anschliessend an den Druck-
abbau im Druckraum 10 ein Unterdruck im Druckraum
10 erzeugt, so dass die dem vorangehenden Druckstoss
entgegengesetzte Rickwértsbewegung der Musterflis-
sigkeit im Hybridisierraum 2 noch verstarkt wird.

[0018] Wahrenddem Figur 1A eine offene Halterung
36 darstellt, zeigt Figur 1B einen Vertikalschnitt durch
eine Verfahrenseinheit 18 zum Hybridisieren von Nukle-
insdureproben, Proteinen oder Gewebeschnitten mit ge-
schlossener Halterung 36. Alle vier Hybridisierrdaume 2
dieser Vierergruppen sind einer an ein Temperatursteu-
ergerat angeschlossenen Temperaturkontrollplatte 20
zugeordnet. Um sicherzustellen, dass die Vorrichtungen
1 planparallel zu den Objekttragern 3 platziert werden
kénnen, weist die Halterung 36 zudem noch ein Mittel-
gelenk (nicht gezeigt) mit einer zur Achse 34 parallelen
Beweglichkeit auf. Damit die Dichtungen 4 die Hybridisi-
errdume 2 zuverlassig abschliessen, wird tUber die Hal-
terung 36 ein zusatzlicher Druck auf die Vorrichtungen
1 ausgelbt, dies kann tber Schrauben, Kipphebel oder
ahnliche bekannte Vorrichtungen (nicht gezeigt) bewerk-
stelligt werden. Jede Verfahrenseinheit 18 umfasst zu-
dem eine Anschlussplatte 22 zum dichtenden Verbinden
der Einheitsleitungen 23,23,23" mit den Leitungen
6,6’,6" der Vorrichtungen 1. Als Dichtungen fiir diese Ver-
bindungen werden O-Ringe bevorzugt (nicht gezeigt).
[0019] Die Figuren 2 und 3 zeigen schematische An-
sichten auf die geschlossene Anordnung von Figur 1B,
von unten gesehen. Dabei ist die spaltférmige Hybridi-
sierkammer 2 zwischen einer Vorrichtung 1 und einem
Objekttrager 3, auf den diese Vorrichtung 1 aufgesetzt
ist, in ihrem Volumen definiert. Die O-Ring-Dichtung 103
begrenzt lateral den Hybridisierraum 2, der an seinen
einander entgegengesetzten Enden vorzugsweise je ei-
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nen Querstromkanal 15,15’ aufweist, welche als Vertie-
fung in der Oberflache 14 des Deckels bzw. der Vorrich-
tung 1 vorgesehen sind. Der Objekttrager 3 (hier ein Gla-
sobjekttrager fir die Lichtmikroskopie) und dessen op-
tionales Griff- und/oder Barcodefeld 33 sind gestrichelt
eingezeichnet. Klar ersichtlich ist auch eine Abdruckfe-
der 17, welche auf das Grifffeld 33 des Objekttragers 3
druckt. Es kénnen auch mehrere Abdriickfedern vorge-
sehen sein (nichtgezeigt). Zusatzlich kdnnen - bevorzugt
auf den Seitenflanken der Vorrichtung - 1 Zentrierfedern
angeordnet sein (nicht gezeigt) mit welchen Objekttrager
mit speziellen Formaten on der Vorrichtung 1 zentriert
werden, so dass eine maximale Ausniitzung der Objekt-
trageroberflache gewéhrleistet ist. Beim Offnen des Hy-
bridisierraums 2 erleichtert diese Abdruckfeder 17 die
automatische Trennung des Objekttrégers 3 vom Deckel
bzw. von der Vorrichtung 1. Ebenfalls ersichtlich sind die
Offnungen der Einlassleitung 6 und der Auslassleitung
6’ sowie der Musterzufiihrung 7, die in einen der beiden
Querstromkanéle 15,15’ minden.

[0020] Figur 2A zeigt eine Vorrichtung 1 mit einer An-
ordnung von Reliefstrukturen 101 zum Blockieren von
Luftblasen 102 gemass einer ersten Variante. Diese Re-
liefstrukturen 101 sind hier als Vertiefungen 105 ausge-
bildet und in Grenzbereichen 106 des Hybridisierraums
2 entlang zumindest eines Teils der Dichtflache 4 ange-
ordnet. Wie gezeigt minden keine Leitungen 6,6’,7 in
diese Vertiefungen 105. Gemass dieser bevorzugten er-
sten Variante sind mehrere Vertiefungen in einer Reihe
links und rechts der Hybridisierkammer 2 angeordnet,
wobei diese Reihen sich Uiber den ganzen Grenzbereich
106 zwischen den beiden endsténdigen Querstrémka-
nalen 15,15’ erstrecken. Die Vertiefungen 105 befinden
sich in unmittelbarer Nahe des O-Rings 103, sie sind alle
gleich lang und durch schmale Stege 107 unterbrochen,
so dass die Luftblasen 102 in der jeweiligen Vertiefung
105 gefangen sind und sich nicht mit dem Objekttrager
3 verbinden und damit ein Hybridisieren der darunter lie-
genden Proben verhindern oder behindern kénnen. Zu-
dem kénnen sich so in den Vertiefungen 105 gefangene
Luftblasen 102 nicht tiber den Hybridisierraum 2 vertei-
len.

[0021] Figur 2B zeigt eine Anordnung von Reliefstruk-
turen 101 zum Blockieren von Luftblasen 102 gemass
einer zweiten und dritten Variante. Die Vertiefungen 105
befinden sich in unmittelbarer Nahe des O-Rings 103,
sie sind alle gleich lang und durch schmale Stege 107
unterbrochen, so dass die Luftblasen 102 in der jeweili-
gen Vertiefung 105 gefangen sind. Gemass der zweiten
Variante (links) sind nur wenige, lange Vertiefungen 105
vorgesehen; es kénnte auch nur eine einzige Vertiefung
aufjeder Seite der Hybridisierkammer 2 angeordnet wer-
den (nicht gezeigt), wichtig ist, dass ein Steg 107 diese
Vertiefungen 105 von den Querstrdmkanalen 15,15’
trennt. Gemass der dritten Variante (rechts) sind sehr
viele kurze (z.B. runde) Vertiefungen 105 vorgesehen.
Diese haben den Vorteil, dass sehr viele individuelle
Kompartimente zum Blockieren von Luftblasen 102 ge-
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schaffen werden.

[0022] Figur 2C zeigt eine Anordnung von Reliefstruk-
turen 101 zum Blockieren von Luftblasen 102 gemass
einer vierten und finften Variante. Die Vertiefungen 105
befinden sich in unmittelbarer Nahe des O-Rings 103,
sie weisen eine unterschiedliche Lange auf und sind
durch schmale Stege 107 unterbrochen, so dass die Luft-
blasen 102 in der jeweiligen Vertiefung 105 gefangen
sind. Gemass der vierten Variante (links) sind nur weni-
ge, lange Vertiefungen 105 vorgesehen, zwischen wel-
chen kurze (z.B. runde) Vertiefungen angeordnet sein
kdnnen. Gemass der funften Variante (rechts) sind meh-
rere Vertiefungen 105 mit zunehmender L&nge vorgese-
hen. Die hier gezeigten Anordnungen haben den Vorteil,
dass Kompartimente zum Blockieren von Luftblasen 102
geschaffen werden, die entsprechend von bestimmten
Prozessparametern oder Kammereigenschaften indivi-
duell verteilt sind. Z.B. lassen sich so Vertiefungen vor-
sehen, welche entsprechend von erfahrungsgemass
auftretenden  Gradienten (im  Hybridisiermedium
und/oder im Auftreten der Luftblasen) angeordnet sind.
[0023] Diese gezeigten Anordnungen von als Vertie-
fungen 105 ausgebildeten Reliefstrukturen 101 eignen
sich besonders zum Blockieren von durch Diffusion
durch den O-Ring 103 entstandenen Luftblasen 102 und
zwar in unmittelbarer Nahe ihres Entstehungsortes. Zu-
sétzlich zur Variation der Anzahl und Lénge der als Ver-
tiefungen 105 ausgebildeten Reliefstrukturen 101 zum
Blockieren von Luftblasen 102, gehért auch die Variation
der Breite und/oder Tiefe solcher Vertiefungen 105 zum
Umfang der vorliegenden Erfindung. Es kénnen auch so-
genannte Fangkanale fir Luftblasen entlang der seitli-
chen O-Ringe vorgesehen sein. Solche Fangkanale
(nicht gezeigt) sind dann als eine einzige Vertiefung aus-
gebildet, welche lediglich durch je einen diinnen Steg
von den beiden Querstrdomkanélen 15,15’ getrennt ist.
Dabei ist zu erwahnen, dass die erfindungsgemassen
Vertiefungen 105 auch in Hybridisierkammern 2 einge-
setztwerden kdnnen, welche keine Agitationseinrichtung
umfasst.

[0024] Figur 3A zeigt eine Anordnung von Reliefstruk-
turen 101 zum Leiten von Luftblasen 102 geméass einer
ersten Variante. Die Reliefstrukturen 101 sind hier als
Erhebungen 108 zum Leiten von Luftblasen 102 ausge-
bildet und im wesentlichen iber den ganzen Hybridisier-
raum 2 verteilt angeordnet. Bevorzugt sind die Erhebun-
gen 108 regelméssig und in einem verschrankten, ortho-
gonalen Raster 109 angeordnet. Speziell bevorzugt ist
ein verschrankter, orthogonaler Raster 109, der um 45 °
verdreht zu einer Fliessachse 110 angeordnet ist. Ab-
weichungen von der orthogonalen Anordnung sind még-
lich, so dass durch einen kleineren Winkel zur Fliessrich-
tung als 45 ° (steilere Anordnung) das Abdrangen er-
leichtert wird. Andererseits wird durch die Wahl von gros-
seren Winkeln als 45 ° zur Fliessrichtung (flachere An-
ordnung) eine grossere Distanz beim Abdréangen er-
reicht.

[0025] Figur 3B zeigt eine Anordnung von Reliefstruk-
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turen 101 zum Leiten und zum Blockieren von Luftblasen
102. Die blockierenden Reliefstrukturen 101 sind als Ver-
tiefungen 105 ausgebildet und in Grenzbereichen 106
des Hybridisierraums 2 entlang zumindest eines Teils
des O-Rings 103 angeordnet (vgl. Fig. 2A). Die leitenden
Reliefstrukturen 101 sind als Erhebungen 108 zum Lei-
ten von Luftblasen 102 ausgebildet und im wesentlichen
Uber den ganzen Hybridisierraum 2 verteilt angeordnet
(vgl. Fig. 3A). Die Kombination von blockierenden und
leitenden Reliefstrukturen 101 ermdglicht auch das Ver-
einigen der bereits beschriebenen positiven Effekte die-
ser Reliefstrukturen. Dabei werden bevorzugt die Anord-
nung und die Grosse aller zum Beeinflussen von Luft-
blasen 102 eingesetzten Reliefstrukturen 101 einander
angepasst. Wichtige Kriterien flr ein solches Anpassen
sind das Volumen der Hybridisierkammer (bevorzugt ca.
60 nl), der Hub der Agitationseinrichtung (bevorzugt ca.
5 wl), die Lange der Hybridisierkammer (bevorzugt ca.
50 mm) sowie die aus der Agitation resultierende Pen-
delstrecke der Hybridisiermedien Gber den immobilisier-
ten Proben (bevorzugt ca. 5 mm). Zudem ist wiinschbar,
dass die Frequenz der Agitationszyklen einstellbar ist.
Das heisst, es werden unterschiedlich lange Agitations-
zeiten mit unterschiedlichen langen Zeiten ohne Agitati-
on abgewechselt. Die Agitationszeiten sind jedoch vor-
zugsweise so lange gewahlt, dass sich eine grosse Zahl
von Agitationsbewegungen pro Minute und dadurch eine
Mehrfachdurchmischung des Kammervolumens ergibt.
Mischversuche mit Farbstoffen haben gezeigt, dass
nach wenigen Minuten eine praktisch 100 %ige Durch-
mischung stattfindet.

[0026] Figur 3C eine alternative Anordnung von Reli-
efstrukturen zum Leiten und zum Blockieren von Luftbla-
sen. Die blockierenden Reliefstrukturen 101 sind als klei-
nere Vertiefungen 105 ausgebildet (vgl. Fig. 3B). Die lei-
tenden Reliefstrukturen 101 sind als feinere und engma-
schiger verteilte Erhebungen 108 zum Leiten von Luft-
blasen 102 ausgebildet (vgl. Fig. 3B).

[0027] Figur 4 zeigt senkrechte Teilschnitte durch eine
Anordnung gemass Fig. 1B mit heruntergeklappter Vor-
richtung 1 bzw. geschlossener Hybridisierkammer 2.
Pfeile bezeichne die Fliessrichtung der Musterfliissigkeit
gegenuber den auf dem Objekttrager 3 immobilisierten
Proben. Diese Bewegung der Musterfliissigkeit bewirkt
in Wechselwirkung mit den gezeigten Reliefstrukturen
101 ein Abdréangen der Luftblasen 102 von der eigentli-
chen Fliessrichtung oder Fliessachse 110.

[0028] Figur 4A zeigt eine Ausbildung von Reliefstruk-
turen 101 zum Leiten von Luftblasen 102 gemass einer
ersten Variante. Diese Reliefstruktur ist als Vertiefung
105 ausgebildet, welche eine flache und eine steile Flan-
ke aufweist. Die Flanken der Vertiefung 105 bilden je
eine Schnittlinie mit der Oberflache 14 der Vorrichtung
1. Bei konstanter Hohendifferenz und Flankenneigung
der Vertiefung 105 verlaufen diese Schnittlinien parallel
zu einander (vgl. Fig. 5). Bei zunehmender Héhendiffe-
renz und konstanter Flankenneigung der Vertiefung 105
divergieren diese Schnittlinien; so kann beispielsweise
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ein Fischschuppen &hnliches Relief auf der Oberflache
14 der Vorrichtung 1 erzeugt werden. Der Neigungswin-
kel der steilen Flanke und der Winkel zwischen der Flies-
sachse 110 und der Schnittlinie zwischen der steilen
Flanke und der Oberflache 14 der Vorrichtung 1 bestim-
men zusammen den Einfluss auf eine Luftblase 102, die
gegen diese steile Flanke gespllt wird. Diese beiden
Winkel sind erfindungsgeméss so gewahlt, dass der
Fliesswiderstand der Luftblase 102 gegentiber der stei-
len Flanke in Richtung der Fliessachse 110 grdsser ist
als in Richtung der Reliefstruktur 101. Dadurch erfolgt
ein Abdrangen der Luftblase 102 von der allgemeinen
Fliessrichtung. Dieses Abdrangen wird zusatzlich durch
die von der Reliefstruktur 101 verursachte, in die gleiche
Richtung abgelenkte, ortliche Mikrostrémung unter-
stutzt. Diese Mikrostrdmungen treten an allen in einem
Winkel zur Fliessachse 110 angeordneten Reliefstruktu-
ren 101 auf und unterstitzen zuséatzlich eine effektivere
Durchmischung der Musterfliissigkeit.

[0029] Eine weitere bevorzugte Variante (nicht ge-
zeigt) umfasst das Ausbilden von leitenden Vertiefungen
105, die an deren einem Ende in den Vertiefungen 105
zum Blockieren der Luftblasen 102 beginnen und die bis
Uber die Mitte des Hybridisierraums 2 (durch die in den
Fig. 2 und 3 eingezeichnete Fliessache 110 markiert)
reichen. Diese leitenden Vertiefungen 105 sind ebenfalls
bevorzugt unter einem Winkel von 45 ° zur Fliessachse
110 orientiert und abwechselnd von der linken oder rech-
ten Seite der Hybridisierkammer 2 ausgehend und unter
90 ° zu einander liegend angeordnet. Diese leitenden
Vertiefungen 105 kdnnen gleichbleibend tief ausgebildet
oder nach der Mitte des Hybridisierraums 2 spitz zulau-
fend ausgebildet sein.

[0030] Figur 4B zeigt eine Ausbildung von Reliefstruk-
turen 101 zum Leiten von Luftblasen 102 geméass einer
zweiten Variante. Diese Reliefstruktur ist als Erhebung
108 ausgebildet, welche eine flache und eine steile Flan-
ke aufweist. Figur 4C zeigt eine Ausbildung von Relief-
strukturen 101 zum Leiten von Luftblasen 102 gemass
einer dritten Variante. Diese Reliefstruktur ist teilweise
als Vertiefung 105 und teilweise als Erhebung 108 aus-
gebildet und weist zwei steile und eine flache Flanke auf.
Alle Bemerkungen zu Figur 4A gelten sinngemass auch
fur Fig. 4B und Fig. 4C.

[0031] Figur 4D zeigt eine Ausbildung von Reliefstruk-
turen 101 zum Leiten von Luftblasen 102 geméass einer
vierten Variante. Diese Reliefstruktur ist als Erhebung
108 ausgebildet und weist zwei steile Flanken und eine
flache (erhdhte) Oberflache auf. Alle Bemerkungen zu
Figur 4A gelten sinngemass auch hier. Eine weitere Va-
riante (nicht gezeigt) umfasst die Ausbildung von Relief-
strukturen 101 zum Leiten von Luftblasen 102, bei wel-
cher diese Reliefstruktur 101 ist als Vertiefung 105 aus-
gebildet ist und zwei steile Flanken und eine flache (ver-
tiefte) Oberflache aufweist. Beiden Varianten ist gemein-
sam, dass die Schnittlinien der steilen Flanken mit der
Oberflache 14 der Vorrichtung 1 einen parallelen Verlauf
haben kénnen, so dass die Hohendifferenz dieser Reli-
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efstrukturen 101 konstant ist (gezeigt). Beiden Varianten
ist aber auch gemeinsam, dass die Schnittlinien der stei-
len Flanken mit der Oberflache 14 der Vorrichtung 1 ei-
nen divergierenden Verlauf haben kénnen, und dass die
Hohendifferenz dieser Reliefstrukturen 101 trotzdem
konstant ist (nicht gezeigt).

[0032] Abweichendvondenin Fig. 4 gezeigten Relief-
formen werden auch als Erhebungen 108 ausgebildeten
Reliefstrukturen 101 mit einem kalottenférmigen Quer-
schnitt bevorzugt (nicht gezeigt). Mit solchen Erhebun-
gen 108 gehen Luftblasen 102 mit einem Durchmesser
von héchstens etwa 50 wm mit grosserer Wahrschein-
lichkeit lediglich eine Punktberuhrung ein. Somit bleiben
die Luftblasen schon bei relativ geringer Agitation nicht
an den Erhebungen 108 hangen und werden auch bis in
die Querstromkanale 15,15’ weitergespult. Falls die Luft-
blasen 102 nicht unterwegs in Vertiefungen 105 gefan-
gen bleiben, werden sie in den Querstromkanélen 15,15’
gesammelt.

[0033] DasAnordnenvon Vertiefungen 105 wird inden
meisten Fallen den Erhebungen 108 vorgezogen, weil
Vertiefungen immer auch eine Zunahme der Hohe der
bevorzugt ca. 60-70 um hohen Hybridisierkammer 2 be-
deuten. Dadurch wird das Risiko vermindert, dass eine
Luftblase die Hybridisierung einer Probe beeintrachtigt.
Besonders bevorzugt wird ein zumindest annahernder,
volumenmassiger Ausgleich von Vertiefungen 105 und
Erhebungen 108, so dass ein definiertes Volumen fir
den Spalt zwischen der Vorrichtung 1 und dem Objekt-
trager 3 und damit ein definiertes Volumen fur die Hybri-
disierkammer 2 eingehalten werden kann.

[0034] Das Blockieren von Luftblasen 102 mit erfin-
dungsgemassen Vorrichtungen 1, die Reliefstrukturen
101 gemass einem der in Figur 2 dargestellten Beispiele
aufweisen, funktioniert grundsétzlich in Systemen, die
mit oder ohne Agitationseinrichtung fur das Bewegen der
Musterldsung gegenliber den immobilisierten Proben
ausgestattet sind. Ist ein solches System 38 zum Hybri-
disieren von Nukleinséureproben, Proteinen oder Gewe-
beschnitten jedoch mit einer Agitationseinrichtung (bei-
spielsweise wie in Fig. 1 gezeigt und beschrieben) aus-
gestattet, so entsteht eine Pendelbewegung der Muster-
flussigkeit gegeniiber den auf dem Objekttrager 3 immo-
bilisierten Proben. In einem solchen System - wie es bei-
spielsweise in US 2003/0013184 A1l bzw. EP 1 260 265
Al des aktuellen Anmelders offenbart ist - welches mit
erfindungsgemassen Vorrichtungen 1 bestlckt ist, wer-
den im Hybridisierraum 2 spontan entstehende oder
schon (durch Einschleppen) vorhandene Luftblasen 102
hin und her bewegt und durch leitende Reliefstrukturen
101 in Grenzbereiche 106 des Hybridisierraums 2 abge-
drangt, wie dies in der Folge erlautert wird. Auf die ver-
offentlichten Patentanmeldungen US 2003/0013184 Al
bzw. EP 1 260 265 Al des aktuellen Anmelders wird hier
ausdrucklich Bezug genommen.

[0035] Figur 5 zeigt eine schematische Teilansicht ei-
ner Hybridisierkammer 2 zwischen einer Vorrichtung 1
und einem Objekttrager 3, auf den diese Vorrichtung 1
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aufgesetzt ist. Die Vorrichtung 1 weist eine Anordnung
von Reliefstrukturen 101 zum Leiten und zum Blockieren
von Luftblasen 102 gemaéss einer jeweils ersten Variante
(vgl. Fig. 3B) und eine Ausbildung dieser Reliefstrukturen
101 als Erhebungen 108 geméass der vierten Variante
(vgl. Fig. 4D) auf. Die Strecke, welche die Mustermole-
kille im Mittel wéhrend einer durch eine Agitationsein-
richtung erzeugten Pendelbewegung zuriicklegen ist mit
zwei einander entgegengesetzten Pfeilen markiert. Die-
se Strecke kann auch wesentlich langer aber nicht viel
kirrzer sein, als dies in der schematischen Darstellung
skizziert ist. Bevorzugt wird eine Distanz von zwei hinter
einander in Agitationsrichtung liegenden, gleich gerich-
teten Reliefstrukturen von ca. 2/3 der Pendelbewegung
oder ca. 4 mm. Der typische Weg einer Luftblase 102
beginnt an einer beliebigen Position (1) im Hybridisier-
raum 2. Diese Luftblase 102 mit einem Durchmesser von
héchstens etwa 50 pm (bei einer Kammerhdhe bzw.
Spalthdéhe von bevorzugt 30-200 pm) wird von der (in
der Skizze nach oben gerichteten) Strdmung erfasst und
im wesentlichen in gerader Linie mitbewegt, bis sie an
eine als Erhebung 108 ausgebildete, erste Reliefstruktur
101 anstosst (2). Weil der Widerstand fiir ein Ausweichen
der Luftblase 102 (hier: unter 45 ° nach rechts oben) er-
heblich kleiner ist als ein Stehen bleiben, wird sie bis an
das Ende der Reliefstruktur 101 von der Strémung mit-
gezogen (3,4). Darauf bewegt sich die Luftblase 102 wie-
dergeradlinig weiter, bis sie auf eine zweite Reliefstruktur
101 trifft (5), von dieser wieder abgelenkt wird (hier: unter
45 ° nach links oben) und nach dem Abbrechen der Str6-
mung stehen bleibt (6). Nun setzt die Strdmung in der
Gegenrichtung ein und zieht die Luftblase 102 mit, bis
sie auf die Rickseite der ersten Reliefstruktur 101 trifft
(7), von dieser erneut abgelenkt wird (hier: unter 45 °
nach links unten) und in die als Vertiefung 105 ausgebil-
dete Reliefstruktur 101 eintritt (8). In dieser Vertiefung
105 ist die Luftblase 102 dann gefangen und kann nur
noch innerhalb dieser engen Grenzen der Pendelstro-
mung folgen (9). Sind bereits andere Luftblasen in der
Vertiefung 105 blockiert, so wird oft ein Aggregieren der
vorhandenen Luftblasen oder sogar ein Fusionieren der-
selben beobachtet. Diese beiden Vorgange erhdhen zu-
satzlich die Wahrscheinlichkeit, dass keine der Luftbla-
sen die Vertiefung 105 wieder verlassen kann.

[0036] Die erfindungsgemassen Reliefstrukturen 101
(Erhebungen und Vertiefungen) am Deckel bzw. an der
Vorrichtung 1 weisen bevorzugt eine Hohendifferenz zur
sonst ebenen Oberflache 14 des Deckels bzw. der Vor-
richtung 1 von maximal 1/3 der bevorzugten Spalthdhe
von 30 pm bis 200 wm auf. Speziell bevorzugt sind H6-
hendifferenzen von 30 pnm bei Vertiefungen und von 20
wm bei Erhebungen. Diese Reliefstrukturen 101 kénnen
in die Vorrichtung 1 wahrend dem Herstellungsprozess
(z.B. Spritzguss, Bearbeitung von Stangenmaterial) ein-
geformt werden. Vertiefungen kénnen auch nachtraglich
eingearbeitet (z.B. mittels Frasen). Auch Erhebungen
kdnnen nachtraglich zum eigentlichen Herstellungspro-
zess der Vorrichtung 1 aufgebracht (z.B. mittels Kleben
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bzw. Deponieren von Harzen) werden. Dies kann z.B.
mittels einer Schablone oder mittels auf Haftstreifen vor-
gefertigten Halbfabrikaten geschehen.

[0037] Auch Objekttrager 3 kénnen mit Reliefstruktu-
ren 101 versehen sein, seien dies nun Vertiefungen 105
und/oder Erhebungen 108. Bevorzugt werden die Reli-
efstrukturen 101 auf den Objekttrdgern 101 entspre-
chend den zu erwartenden Probenverteilungen auf de-
ren Oberflache 5 angeordnet. So kénnen z.B. quadrati-
sche sogenannte "low density arrays" durch kanalartige
Vertiefungen getrennt sein. Auch kdnnen die Objekttra-
ger 3 eine Dichtung umfassen, die ein Teil des Objekt-
tragers ist oder die auf diesem angeordnet ist. Solche
Dichtungen kdnnen z.B. im Zweikomponenten-Spritz-
gussverfahren mit Objekttrégern aus Kunststoff herge-
stellt werden. Das Aufspritzen von solchen, bevorzugt
weichen Dichtungen 4 auf Glasobjekttrager ist ebenfalls
maoglich. Ergédnzend kann die Vorrichtung 1, bzw. der den
Hybridisierraum 2 abschliessende Deckel, eine harte
Dichtung 4 zum Aufrechterhalten der definierten Spalt-
breite bzw. H6he des Hybridisierraums umfassen. Auch
die Verwendung von z.B. ebenfalls im Zweikomponen-
ten-Spritzgussverfahren hergestellten Verbunddichtun-
gen mit einer weichen (dichtenden) Komponente und ei-
ner harten (die Spalth6he definierenden) Komponente
ist denkbar. Dabei spielt das Material der Vorrichtung 1
(vorzugsweise Polysulfon) eine eher untergeordnete Be-
deutung.

[0038] Jede ringférmige Anordnung bzw. Ring mit
Dichtfunktion wird im Zusammenhang mit der vorliegen-
den Erfindung als O-Ring bezeichnet. So ein O-Ring
kann wahlweise einen z.B. runden, elliptischen oder viel-
eckigen Querschnitt aufweisen oder auch als Dichtlippe
ausgeformt sein.

[0039] Wesentlich ist, dass zumindest im Bereich des
Hybridisierraums 2 die Oberflache 5 des Objekttragers
3im Mittel planparallel zu der Oberflache 14 der Vorrich-
tung 1 angeordnet ist. Grundsatzlich ist der Hybridisier-
raum 2 jedoch nicht auf eine annéhernd rechteckige
Grundflache angewiesen, wie dies in den Figuren 2 und
3 gezeigt wird. In von der rechteckigen Grundflache ab-
weichenden Hybridisierrdumen mit z.B. runder Form,
koénnen die Vertiefungen 105 entsprechend entlang der
Dichtung 4 angeordnet werden. Auch Erhebungen 108
kénnen entsprechend der vorliegenden Erfindung in ei-
ner z.B. tangentialen Agitationsrichtung angeordnet wer-
den. Ebenso muss die Vorrichtung 1 fiir das Beeinflussen
der Luftblasen nicht unbedingt transparent sein oder
transparente Teile aufweisen.

[0040] Falls in einem Hybridisiermedium regelmassig
besonders viele aber sehr kleine Blasen auftreten, deren
Durchmesser wesentlich kleiner ist als der Abstand zwi-
schen Vorrichtung 1 und Objekttrager 3, kénnen diese
Luftblasen durch einin die Oberflache der 14 Vorrichtung
1 eingekratztes Gittermuster an der Stelle ihres Entste-
hens blockiert werden. So wird verhindert, dass die klei-
nen Luftblasen durch Aggregation oder Fusion grossere
Gebilde formen, welche die Hybridisierungsreaktion irri-
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tieren kdnnten.

[0041]

Die Bezugszeichen bezeichnen jeweils gleiche

Merkmale, auch wenn nicht zu jeder Figur alle Merkmale
ausdriicklich benannt werden. Beliebige Abwandlungen
und Kombinationen der hier offenbarten Varianten ge-
héren mit zum Umfang der vorliegenden Erfindung. Ins-
besondere kénnen die Vorrichtung 1, der Objekttréger
3, oder auch beide dieser Komponenten Reliefstrukturen
101 aufweisen, seien dies nun Vertiefungen 105
und/oder Erhebungen 108.

Patentanspriiche

1.

Vorrichtung (1) zum Bereitstellen eines spaltférmi-
gen Hybridisierraums (2) fir die Hybridisierung von
auf einem Objektitrager (3) immobilisierten Nuklein-
saureproben, Proteinen oder Gewebeschnitten, wo-
bei die Vorrichtung (1) gegeniiber diesem Objekttra-
ger (3) bewegbar ausgebildet ist und eine ringférmi-
ge Dichtflache (4) zum Abschliessen des Hybridisi-
erraums (2) durch Beaufschlagen einer Oberflache
(5) dieses Objekttragers (3), Leitungen (6,6") zum
Zu- bzw. Ableiten von Medien in den Hybridisierraum
(2) hinein bzw. aus dem Hybridisierraum (2) heraus
sowie eine Musterzufiihrung (7) umfasst, dadurch
gekennzeichnet, dass die Vorrichtung (1) einen
Hybridisierraum (2) begrenzt, der an zumindest ei-
ner gegen das Innere dieses Hybridisierraums (2)
gerichteten Oberflache (5,14) der Vorrichtung (1)
und/oder des Objekttragers (3) Reliefstrukturen
(101) zum Leiten und/oder Blockieren von Luftbla-
sen (102) aufweist.

Vorrichtung (1) nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die ringférmige Dichtflache (4) als
Ring (103) mit Dichtfunktion oder als Stufe (104) aus-
gebildet ist.

Vorrichtung (1) nach Anspruch 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Ring (103) als O-Ring oder als
Dichtlippe ausgebildet ist.

Vorrichtung (1) nach Anspruch 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Stufe (104) in der Oberflache
(14) der Vorrichtung (1) oder in der Oberflache (5)
des Objekttragers (3) ausgebildet ist.

Vorrichtung (1) nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass sie anih-
rer gegen das Innere des Hybridisierraums (2) ge-
richteten Oberflache (14) im Bereich der beiden ein-
ander gegenuber liegenden Enden des Hybridisier-
raums (2) je einen Querstromkanal (15,15’) aufweist.

Vorrichtung (1) nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Reli-
efstrukturen (101) als Vertiefungen (105) zum Blok-
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

kieren von Luftblasen (102) ausgebildet, in Grenz-
bereichen (106) des Hybridisierraums (2) und ent-
lang zumindest eines Teils der Dichtflache (4) ange-
ordnet und frei von Leitungen (6,6',7) sind.

Vorrichtung (1) nach Anspruch 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Vertiefungen (105) links und
rechts des Hybridisierraums (2) entlang der Dicht-
flache (4) und zumindest durch Stege (107) von den
Querstromkandlen getrennt angeordnet sind.

Vorrichtung (1) nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine
Agitationseinrichtung (8) zum Bewegen von Fliissig-
keiten gegenuber auf der Oberflache (5) des Objekt-
tragers (3) immobilisierten Proben umfasst.

Vorrichtung (1) nach einem der Anspruche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet, dass die Reliefstruktu-
ren (101) als Erhebungen (108) zum Leiten von Luft-
blasen (102) ausgebildet und im wesentlichen tber
den ganzen Hybridisierraum (2) verteilt angeordnet
sind.

Vorrichtung (1) nach Anspruch 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Erhebungen (108) regelméssig
und in einem verschrankten Raster (109) angeord-
net sind.

Vorrichtung (1) nach Anspruch 10, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der verschrankte Raster (109)
orthogonal und um 45 ° verdreht zu einer Fliessach-
se (110) angeordnet ist.

Vorrichtung (1) nach einem der Anspriche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet, dass die Reliefstruktu-
ren (101) als Vertiefungen (105) zum Blockieren und
als Erhebungen (108) zum Leiten von Luftblasen
(102) ausgebildet und im wesentlichen Uber den
ganzen Hybridisierraum (2) verteilt angeordnet sind.

Vorrichtung (1) nach Anspruch 12, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Vertiefungen (105) und Er-
hebungen (108) in ihrer Grésse und Verteilung auf-
einander abgestimmt sind und zumindest teilweise
ineinander Gbergehen.

Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 8 bis 13,
dadurch gekennzeichnet, dass die Agitationsein-
richtung (8) zumindest eine Membran (9) umfasst,
welche einen Druckraum (10), der Uiber eine Leitung
(6") mit einem Druckfluid befillbar ausgebildet ist,
von einem Agitationsraum (11), der tber eine Agita-
tionsleitung (12) mit dem Hybridisierraum (2) ver-
bunden ist, trennt.

Verfahrenseinheit (18) zum Hybridisieren von Nu-
kleinsaureproben, Proteinen oder Gewebeschnit-
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17.

18.

19.

20.
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ten, welche zumindest eine an ein Temperatursteu-
ergerat angeschlossene Temperaturkontrollplatte
(20) umfasst, dadurch gekennzeichnet, dass sie
zumindest eine Vorrichtung (1) gemass einem oder
mehreren der Anspriiche 1 bis 14 umfasst.

Verfahrenseinheit (18) nach Anspruch 15, dadurch
gekennzeichnet, dass die Vorrichtungen (1) in Vie-
rergruppen angeordnet sind, wobei die Temperatur-
kontrollplatte (20) jeder Vierergruppe zur Aufnahme
eines vier Objekttrager (3) tragenden Rahmens (21)
ausgebildet ist.

System (38) zum Hybridisieren von Nukleinséaure-
proben, Proteinen oder Gewebeschnitten, dadurch
gekennzeichnet, dass es zumindest eine Verfah-
renseinheit (18) nach einem oder beiden der Anspru-
che 15 oder 16, ein Zentralsteuergerét, einen Moni-
tor sowie mit den Einheitsleitungen (23,23’, 23") und
den Leitungen (6,6'6") kommunizierende Behalter
zum Aufbewahren von Reagenzien bzw. zum Sam-
meln von Abfallen umfasst.

System (38) nach Anspruch 17, dadurch gekenn-
zeichnet, dass es einen Pipettierautomaten um-
fasst mit welchem Muster in Musteraufnahmegefas-
se der Vorrichtungen (1) abgegeben werden kon-
nen, wobei der Pipetierautomat tUber das Zentral-
steuergerat ansteuerbar bzw. regelbar ist.

Verfahren zum Beeinflussen von Luftblasen in einer
Vorrichtung (1) zum Bereitstellen eines spaltférmi-
gen Hybridisierraums (2) fir die Hybridisierung von
auf einem Objekttréager (3) immobilisierten Nuklein-
saureproben, Proteinen oder Gewebeschnitten, wo-
bei die Vorrichtung (1) gegeniiber diesem Objekttra-
ger (3) bewegbar ausgebildet ist und eine ringférmi-
ge Dichtflache (4) zum Abschliessen des Hybridisi-
erraums (2) durch Beaufschlagen einer Oberflache
(5) dieses Objekttragers (3), Leitungen (6,6") zum
Zu- bzw. Ableiten von Medien in den Hybridisierraum
(2) hinein bzw. aus dem Hybridisierraum (2) heraus
sowie eine Musterzufiihrung (7) umfasst, dadurch
gekennzeichnet, dass im Hybridisierraum (2) vor-
handene Luftblasen (102) durch Reliefstrukturen
(101) geleitet und/oder blockiert werden, wobei die-
se Reliefstrukturen (101) an zumindest einer gegen
das Innere dieses Hybridisierraums (2) gerichteten
Oberflache (5,14) der Vorrichtung (1) und/oder des
Objekttragers (3) angeordnet sind.

Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Luftblasen (102) durch eine Agi-
tationseinrichtung (8) zum Bewegen von Flissigkei-
ten gegeniiber auf der Oberflache (5) des Objekttra-
gers (3) immobilisierten Proben bewegt werden, wo-
bei diese Luftblasen (102) in Reliefstrukturen (101)
in der Form von Vertiefungen (105) gefangen wer-
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21.

18
den.

Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Luftblasen (102) durch eine Agi-
tationseinrichtung (8) zum Bewegen von Flussigkei-
ten gegentber auf der Oberflache (5) des Objekttra-
gers (3) immobilisierten Proben bewegt werden, wo-
bei diese Luftblasen (102) durch Reliefstrukturen
(101) in der Form von Erhebungen (108) geleitet und
in Reliefstrukturen (101) in der Form von Vertiefun-
gen (105) gefangen werden.
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Fig. 2C
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