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(57) Zusammenfassung: Es wird eine Vorrichtung (100) zum Prozessieren von substratgebundenen, gelosten und/oder suspendier-
ten Proben beschrieben, die eine Fluidkammer (10) umfasst, die in einem Tragerkorper (20) mit Fluidleitungen (23) in Verbindung
mit Fluidanschliissen (21) der Fluidkammer (10) angeordnet ist und einen Boden (11) und einen umlaufenden Rand (12) aufweist,
der eine Auflage fiir ein Substrat (40) bildet, wobei eine relativ zum Tragerkorper (20) bewegliche Feststelleinrichtung (30) mit einem
Klemmrahmen (31) vorgesehen ist, der eine Andruckfldche (33) mit einer duferen Form entsprechend der Gestalt des umlaufenden
Randes (12) bildet, und der Klemmrahmen (31) mit einem SchlieBmechanismus (32) relativ zum Rand (12) beweglich ist.
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Vorrichtung und Verfahren zur Bearbeitung

von substratgebundenen Proben

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Bearbeitung sub-
stratgebundener Proben in einer Fluidkammer, insbesondere eine
Hybridisierungsvorrichtung zum Prozessieren einer Vielzahl von
an ein Substrat gebundenen Proben, und Verfahren zur Probenbear-

beitung unter Verwendung einer derartigen Vorrichtung.

Die Verarbeitung substratgebundener Proben ist in der Biologie,
Gentechnik und Biochemie allgemein bekannt. Es besteht bei-
spielsweise ein Interesse an der Hybridisierung von Mikroarrays
von Genproben oder an der biologischen und chemischen Prozessie-
rung von Proben, die auf elnem planaren Substrat angebracht
sind. Im Ergebnis sind die Proben je nach der durchgefiihrten Re-
aktion verdndert. Die Verdnderung wird beispielsweise durch eine
Fluoreszenz-, Absorptions- oder Oberflachenplasmonenresonanzmes-
sung erfasst. Das jeweilige Melergebnis dient als MaBstab fir
die Beurteilung der abgelaufenen Reaktion oder fiir die Identifi-

kation von Reaktionspartnern.

Die jeweiligen Reaktionen werden in Kammern durchgefiihrt, wobei
typischerweise das Substrat mit den Proben eine der Kammerwidnde
bildet. Es sind vorkonfektionierte Probenkammern mit sogenannten
Biochips verfiigbar. Biochips sind Substrate, auf denen spezifi-
sche Test- oder Markierungsproben angeordnet sind. Bei Anwendung:
wird eine Probenkammer an einem Fluid-anschluss gedffnet, eine
zu untersuchende Losung eingelassen und mit den Proben zur Reak-
tion gebracht, und anschliebBend wird der Biochip vermessen. Her-
kémmliche Biochips sind typischerweise an substanzspezifische
Analyseaufgaben angepasst. Durch Einsatz in geschlossenen Kam-
mern ist es nicht méglich, dass der Anwender Verdnderungen an

den Testsubstanzen oder dgl. vornimmt. Ein weiterer Nachteil der
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herkémmlichen Probenkammern besteht in deren relativ groBen Kam-

mervolumina. Es entsteht ein grofer Lésungsmittelverbrauch.

Es ist auch bekannt, Hybridisierungsreaktionen manuell mit
Hybridisierungskammern aus Glas oder Kunststoff durchzufiihren.
Diese Kammern sind speziell fir die Durchfiihrung der eigentli-
chen Hybridisierung ausgelegt. Weitere Reaktionsabliufe (Pra-
hybridisierung, Waschschritte, usw.) werden gesondert durchge-
fihrt. Die Anwendung dieser Kammern ist auf Laboratoriumsexperi-
mente beschrankt. Die Hybridisierungslosungen, die die zu cha-
rakterisierenden Proben enthalten, werden direkt auf eine Sub-
stratoberflédche pipettiert und mit einem Deckglas abgedeckt. Die
Flissigkeitsdosierung kann nur manuell durchgefihrt werden. Wei-
tere Nachteile dieser Hybridisierungskammern bestehen in der Ge-
fahr, die Arrayoberfldchen mit dem Deckglas zu beschddigen, und
in den Losungsmittelverlusten durch Ver-—-dampfung von den Sub-
stratoberflichen. Ein Einsatz in automatisierten Anlagen ist

ausgeschlossen.

Es sind auch Hybridisierungskammern bekannt, bei denen der Reak-
tionsraum durch zwei Probenarrays aus Glassubstraten und eine
gemeinsame Rahmenhalterung gebildet wird. Diese Kammern eigenen
sich insbesondere flir Probenprozessierungen im Durchflussbe-
trieb. Der Aufbau einer Kammer aus zwel Glassubstraten und einer
Rahmenanordnung besitzt zwar den Vorteil einer hohen Probenaus-
beute, muss aber auch manuell zusammengesetzt werden. Eine An-

wendung in automatisierten Anlagen wird dadurch erschwert.

Aus der Laborchemie sind auch Reaktionskammern auf der Basis von
PE-Beuteln oder Reaktionszylindern bekannt. Diese erfordern je-
doch grobe Losungsmittelvolumina. Anwendungsmodglichkeiten, ins-
besondere in der Biochemie und Gentechnik sind nur eingeschrankt
gegeben, da in diesen Gebieten ein Interesse an hohen lokalen

Probenkonzentrationen besteht. Bei groben Kammervolumina wiirde
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sich ein hoher Substanzverbrauch ergeben, um die gewiinschten

Probenkonzentrationen zu erzielen.

Die Aufgabe der Erfindung ist es, eine verbesserte Vorrichtung
zum Prozessieren von Fluidproben bzw. substratgebundenen Proben
anzugeben, mit der insbesondere die Genauigkeit und Sicherheit
des Reaktionsablaufs erhéht und eine Automatisierung ermdglicht
wird. Die Vorrichtung soll insbesondere zur automatisierten,
hochgenauen Durchfithrung von Hybridisierungsreak-tionen ohne ma-
nuelle Interaktionen geeignet sein. Es sollen auch Verbesserun-
gen hinsichtlich der Genauigkeit der Prozessparameter, insbeson-
dere der Dosierung, der Temperaturregelung und des Prozessab-
laufs, erzielt werden. Die Aufgabe der Erfindung ist es auch,
ﬁerbesserte Verfahfen zur Prozessierung von Proben mit kleinsten
Probenvolumina und zur Anwendung der genannten Vorrichtung an-

zugeben.

Diese Aufgaben werden durch Vorrichtungen und Verfahren mit den
Merkmalen gemdfl den Patentanspriichen 1 bzw. 14 geldst. Vorteil-
hafte Ausfihrungsformen und Anwendungen der Erfindung ergeben

sich aus den abhdngigen Ansprichen.

Eine erfindungsgemdfle Vorrichtung zum Prozessieren von fluidi-
schen Proben umfasst insbesondere eine Fluidkammer mit Fluid-
anschliissen, die einseitig offen in einem Tr&gerkdrper angeord-
net ist, und eine Feststelleinrichtung mit einem relativ zum
Tragerkorper verschiebbaren Klemmrahmen, mit dem die Fluidkammer
verschlieRbar ist. Dieser Aufbau ermdglicht einerseits den vol-
len Zugriff auf die Fluidkammer vor oder nach der jeweiligen Re-
aktion, selbst wenn diese fiir kleinste Probenvolumen ausgelegt
ist, eine einfache Anpassung an beliebige‘geldste, suspendierte
oder substratgebundene Probentypen und eine Automatisierung wvon

Prozessablaufen.
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Gemalk einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist die
genannte Vorrichtung zur Prozessierung von substratgebundenen
Proben ausgelegt. Ein Substrat mit den Proben (z. B. DNA- oder
Proteinarrays) wird zum VerschlieBen der Fluidkammer verwendet.
Das Substrat ist vorzugsweise ein ebenes Substrat aus einem fes-
ten Material. Die Fluidkammer umfasst einen Boden und einen von
diesem hervorragenden, umlaufenden Rand, der eine Auflage fur
das Substrat bildet. Mit dem Klemmrahmen der Feststelleinrich-
tung wird das Substrat gegen den Rand gepresst, so dass die Flu-
idkammer verschlossen wird. Vorteilhafterweise besitzt der um-
laufende Rand eine Doppelfunktion. Erstens dient er als Ab-
standshalter, mit dem der senkrechte Abstand des Substrates vom
- Boden der Fluidkammer und damit das Kammervolumen eingestellt
wird. Zweiten besitzt er eine Dichtungsfunktion. Das Substrat
verschlieBft die Fluidkammer durch das Aufliegen des Substrates
auf dem Rand erfolgt ein flissigkeitsdichter Verschluss. Zur
Verbesserung der FlUssigkeitsabdichtung koénnen erfindungsgemih
eine oder mehrere der folgenden MaBnahmen vorgesehen sein. Der
Rand kann aus einem elastischen Dichtmaterial hergestellt sein.
Die vom Rand gebildete Auflage kann eine éegléttete oder polier-
te Oberflédche besitzen. Zusdtzlich kénnen der Tragerkdrper
und/oder die Festsﬁelleinfichtung mit Dichtungen versehen sein.
Eine der Dichtungen ist am Tragerkorper vorgesehen und verlauft
als Dichtungsstreifen parallel zu der Ebene, die durch den Rand
mit der Auflage fir das Substrat gebildet wird. Diese Dichtung
dient simultan der Positionierung des Substrats auf dem Rand.
Die am Tragerkdrper vorgesehene Dichtung verl&uft in einer Nut,
die im Trédgerkorper um den Rand oder in der Auflagefldche des

umlaufenden Randes gebildet ist.

Gem&h besonders bevorzugten Ausfithrungsformen der Erfindung um-
fasst die Feststelleinrichtung eine Geradefiihrungseinheit oder
eine Wippenanordnung, mit denen eine im Wesentlichen senkrechte
Verschiebung des Klemmrahmens hin zu dem umlaufenden Rand der

Fluidkammer gewdhrleitstet wird. Das VerschlieBen der Fluidkam-
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mer erfolgt bspw. mit dem genannten Substrat, das mit dem Klemm-
rahmen auf den umlaufenden Rand gedriickt wird. Die Feststellein-
richtung gewdhrleitstet vorteilhafterweise ein gleichmiBiges
senkrechtes Andrilicken iiber den gesamten Randverlauf. Die Fluid-
kammer wird spannungsfrei verschlossen. Substratbeschidigungen
werden vermieden. Des Weiteren erlaubt die erfindungsgemiR ver-
wendete Feststelleinrichtung ein schnelles VerschlieBen der Flu-
idkammer. Beide Vorteile sind fir die Verwendung der Fluidkammer

in automatisierten Prozessen von Vorteil.

Alternativ kann die erfindungsgemibe Vorrichtung aber auch zum
Prozessieren ausschlieflich geldster oder suspendierter Proben
ausgelegt sein. Bel dieser Ausfihrungsform ist am Klemmrahmen
eine Platte angebracht, die wie das genannte Substrat mit der
Randauflage der Fluidkammer zusammenwirkt.

Gemdh einer weiteréﬁ bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung
ist die Feststelleinrichtung bzw. der Klemmrahmen so aufgebaut,
dass das Innere der Fluidkammer im geschlossenen Zustand Mess-
vorgangen zuganglich ist. Die Feststelleinrichtung und/oder der
Klemmrahmen besitzen eine durchgehende Offnung oder Ausnehmung,
durch die am Substrat mit den gebundenen Proben bzw. in der Flu-
idkammer optische Messungen durchfithrbar sind. Die optischen
Messungen‘kbnnen bspw. Fluoreszenzmessungen umfassen. Zur simul-
tanen Auswertung verschiedener Fluoreszenzmaxima kann das Sub-
strat oder die Platte, mit der die Fluiqummer verschlossen
wird, auf der AuBenseite mit einer Beschichtung versehen sein,
die eine Bandpasscharakteristik, z. B. Doppelbandpasscharakte-
ristik besitzt. Damit wird die spektrale Auswertung der Fluores-

zenz der einzelnen Proben vorteilhafterweise vereinfacht.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Probenpro-
zessierung mit der erfindungsgemdBen Vorrichtung. Das Verfahren

zeichnet sich insbesondere durch ein VerschliefBen der
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Fluidkammer mit einem Substrat mit den gebundenen Proben (bzw.
mit einer Platte) und ein anschlieBendes Beschicken der Fluid-
kammer mit Reaktionspartnern durch Fluidleitungen im Tragerkdr-
per aus. Von besonderem Vorteil ist, dass sowohl das Verschlie-
Ben der Kammer als auch die Beschickung vollst&ndig automati-

sierbar sind.

Die Erfindung besitzt die folgenden Vorteile. Mit der erfin-
dungsgeméfen Vorrichtung sind Proben in Mikrovolumen von Fliis-
sigkeiten vollautomatisch handhabbar und prozessierbar. Die Flu-
idkammer kann schnell und sicher verschlossen werden. Die Verar-
beitung kann mit einem hohen Durchsatz bei paralleler Probenbe-
arbeitung (Mikroarrays) durchgefihrt werden. Es ergeben sich
breite Anwendungen in der Biologie, Genetik, Chemie und Medizin
bis hin zur Behandlung oder Modifikation von Oberfldchen. Die
Prozessfiihrung ist prédzise und reproduzierbar ohne manuelle In-
teraktionen moglich. Dies ist insbesondere fir Hybridisierungs-
verfahren von Vorteil. Als besonderer Vorzug der erfindungsgemé—l
Ben Fluidkammer hat sich erwiesen, dass durch Einstellung einer
Hohe eines umlaufenden Randes der Fluidkammer, insbesondere wvon
weniger als 1 mm, extrem geringe Kammervolumina hochgenau einge-
stellt werden koénnen. Geringste Volumina biologischer Proben

konnen mit hohen Konzentrationen angewendet werden.

Die erfindungsgemdbe Vorrichtung ermdglicht wdhrend der Proben-
prozessierung eine Detektion der Proben bzw. Reaktionspartner
direkt in der Kammer. Es sind Prozessabl&ufe integrierbar, in
denen verschiedene Reaktionen gestartet werden, ohne dass die
Fluidkammer gedffnet werden muss. Bei mehrfacher Hybridisierung
von Mikroarrays kann auch das Stripping von Proben in der Fluid-
kammer durchgefihrt werden. Es ergeben sich zahlreiche Anwendun-
gen bei der Expressionsanalyse an DNA-Arrays, bei Mutationsde-
tektionen (SNPs) und DNA-Sequenzierreaktionen (Sequencing by

Hybridisation, SBH).
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Uberraschenderweise konnte eine gute Dichtheit der Fluidkammer
festgestellt werden, selbst wenn lediglich das Substrat auf den
metallischen Rand der Fluidkammer aufgeklemmt wird. Es konnte
bspw. die Aufrechterhaltung eines Unterdruckes in der Fluidkam-

mer iber 24 Stunden hinweg festgestellt werden.

Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung werden aus der

Beschreibung der beigefligten Zeichnungen ersichtlich. Es zeigen:

Figur 1 eine schematische Perspektivansicht wichtiger Kompo-
nenten einer erfindungsgeméﬁen Vorrichtung zur Pro-

benprozessierung,

Figur 2 eine schematische Schnittansicht einer bevorzugten
Ausfihrungsform der eifindungsgemaﬁen Vorrichtung,

und

Figur 3 eine schematische Draufsicht einer weiteren Ausfith- -

rungsform der erfindungsgemdfen Vorrichtung (Teilan-

sicht).

Die Illustrationen erfindungsgemédBer Vorrichtungen in den Figu-
ren sind nicht mafistabsgerecht. Aus Klarheitsgriinden sind be-
stimmte Bauteile, insbesondere der Rand zur Bildung der seitli-
chen Wand der Fluidkammer und die Fluidanschliisse und -kaniilen
im Tr&agerkorper relativ vergrobert eingezeichnet. Eine erfin-
dungsgemidfe Vorrichtung 100 zur Prozessierung von Proben umfasst
gemdh Figur 1 eine Fluidkammer 10, einen Tragerkdrper 20 und ei-
ne Feststelleinrichtung 30. Das Zusammenwirken dieser Komponen-

ten wird im folgenden erlautert.

Die Fluidkammer 10 bildet ein MikrogefaB, dessen Winde aus min-
destens einem harten, festen Material wie einem Metall, z. B.
Edelstahl, einem harten Kunststoff oder Keramik besteht. Das

MikrogefiaB besitzt einen Boden 11 mit einem umlaufenden Rand 12.
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Der Boden 11 ist vorzugsweise eben mit einem rechteckigen Quer-
schnitt. Der Rand 12 bildet einen aus der Ebene des Bodens 10
hervorragenden Vorsprung, der an seiner umlaufenden, freien Kan-
te eine Auflage 13 bildet. Die Auflage 13 liegt vorzugsweise in
einer zum Boden 10 parallelen Bezugsebene. Durch die Fliche des
Bodens 11 und die Innenhthe des Randes 12 wird das Volumen der
Fluidkammer 10 festgelegt. Der Rand besteht vorzugsweise aus

Glas, Kunststoff, Metall oder einem Dichtmaterial (z. B. Gummi).

Die Fluidkammer 10 ist teilweise in einen Tragerkdrper 20 einge-
lassen, dessen Einzelheiten unter Bezug auf die Figuren 2 und 3
erlautert werden. Im Trégerkdrper 20 verlaufen Fluidleitungen
(nicht dargestellt), die tber Fluidanschliisse 21 mit dem Inneren
der Fluidkammer 10 in Verbindung stehen. Die Zahl der Fluidlei-
tungen bzw. —anschlisse wird anwendungsabhdngig gewdhlt. Es ist
mindestens ein FluidanschluB vorgesehen. Fiir Durchflussanwendun-
gen werden mindestens zwei Fluidanschliisse (z. B. vier, siehe
unten) bevorzugt. Die Fluidanschliisse sind vorteilhafterweise im
Boden der Fluidkammer 10 vorgesehen. Durch eine symmetrische An-
ordnung nahe den Ecken wird eine gleichmifige Beschickung der
Fluidkammer bzw. eine gleichméfRige Fliissigkeitsabfuhr gewdhr-
leistet. Die Anordnung der Fluidanschliisse am Rand des Bodens,
insbesondere an den Ecken, ermdglicht ferner eine blasenfreie
Beschickung der Fluidkammer. Abweichend von der schematischen
Darstellung in Figur 1 konnen die Fluidanschlﬁsse 21 auch am
Rand 12 der Fluidkammer ausgebildet sein, falls dieser eine aus-

reichende Randhdhe besitzt.

Die Feststelleinrichtung 30 umfasst einen Klemmrahmen 31 und ei-
nen SchlieBmechanismus 32 (schematisch dargestellt). Der Klemm-
rahmen 31 ist mit dem SchlieBmechanismus relativ zum Tragerkdr—
per 20 beweglich. Der Klemmrahmen 31 bildet eine Andruckfliche
33, deren Form mit der Form des umlaufenden Randes 12 {iberein-
stimmt oder diesen tliberdeckt. Die Andruckfldche 33 ist fir ein

glelchméRiges Anpressen des Substrats (bzw. der Platte) 40 auf
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den Rand 12 ausgelegt und bildet vorzugsweise ebenfalls eine um-
laufende Fl&che mit den gleichen Dimensionen wie der Rand 12.
Fir ein spannungsfreies gleichmd&Biges Andriicken des Substrats 40
kann die Andruckflédche 33 aber auch aus einer Vielzahl stempel-
artiger Vorspriinge bestehen, die entsprechend der Form des Ran-
des 12 angeordnet sind. Der Klemmrahmen 31 besitzt in seiner
Mitte ein Beobachtungsfenster 34, das fiir optische Messungen in
der Fluidkammer 10 ausgelegt ist. Der SchlieBmechanismus 32 ent-
hdlt einen Antrieb zur Bewegung des Klemmrahmens 31 hin zur Flu-
idkammer 10, zum Festklemmen des Substrats 40 bzw. zur Freigabe
des Substrats 40 durch eine Rickwdrtsbewegung (siehe Doppel-
pfeil). Der Antrieb kann eine Geradefihrungseinheit oder auch

der in den Figuren 2 und 3 illustrierte Wippenantrieb sein.

Im Unterschied zu herkémmlichen Reaktionskammern fir fliissige
Proben bildet erfindungsgemadB das Substrat oder die Platte und
nicht der Klemmrahmen die Abdeckung oder den Verschluss der Flu-
idkammer. Der Tragerkérper 20 einerseits und der Klemmrahmen 31
andererseits sind durch das Substrat (oder die Platte 40) von-

einander getrennt.

Das Substrat 40 ist je nach Ausfihrungsform ein Probentridger fiir
substratgebundene Proben (z. B. Mikroarrays), eine Platte, die
als Teil des Klemmrahmens 31 ausschlieBlich zum VerschlieBen der
Fluidkammer 10 ausgelegt ist, oder ein plattenfdérmiges Proben-
stiick, dessen zum Inneren der Fluidkammer 10 hinweisende Ober-
flache durch eine in der Fluidkammer 10 ablaufende Reaktion be-
einflusst (z. B. mit bestimmten Substanzen funktionalisiert, be-
laden oder bearbeitet) werden soll. Das Substrat 40 besteht vor-
zugsweise aus einem transparenten Material (z. B. Glas, Kunst-
stoff), das gegebenenfalls mit zus&dtzlichen Einrichtungen fiir
die optische Messung, wie z. B. Justiermarkierungen, Referenz-
schichten, Metallschichten fiix Oberfl&dchenplasmonenreferenzmes-

sungen und dergleichen ausgebildet ist.
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Die Fluidkammer 10 kann als selbst&ndige Komponente im Trager-
kdorper 20 eingesetzt oder modulartig aufgebaut sein. Im letzte-
ren Fall ist der Boden 11 Teil des Tr&gerkdrpers 20. Die Ober-
flache des Bodens 11 ist durch Polieren, Lidppen oder Feinschliff
geglattet. Der Rand 12 wird als Rahmenteil gesondert fein bear-
beitet und auf den Boden 11 (oder in einer Nut, die den Boden
allseits begrenzt) aufgesetzt, so dass durch den Boden 11 und
den Rand 12 das MikrogefdB gebildet wird, das zusammen mit dem
Substrat 40 (z. B. Mikroarray) die Mikrokammer bildet, in der

der jeweilige Prozess ablauft.

Figur 1 zeigt den Trédgerkorper als feste Komponente, die sich
beispielsweise auf einem Labortisch befindet. Der Klemmrahmen 31
ist relativ zum Tragerkdrper 20 beweglich. Die Erfindung kann
auch in umgekehrter Anordnung realisiert werden, indem ein Bau-
teil wie der Klemmrahmen ortsfest und ein Bauteill mit der Fluid-
kammer relativ zum Klemmrahmen beweglich angeordnet sind. Insbe-
sondere bei der umgekehrten (inversen) Anordnung wird der Deckel
der Fluidkammer (entspricht dem Boden bei der Anordnung gemiB
Figur 1) vorzugsweise zumindest teilweise aus Glas hergestellt,
um den direkten visuellen Zugang zum Inneren der Fluidkammer zu
ermdglichen. Bei dieser Anordnung liegt das Substrat auf dem

Tragerkdrper, der gegebenenfalls temperiert ist (siehe unten).

Der inverse Aufbau kann besonders effektiv mit Probenbeschi-
ckungsanlagen (z. B. Spotting-Robotern) kombiniert werden. Es
kann eine Vielzahl von erfindungsgem&dfen Vorrichtungen mit in-
versem Aufbau in einer Probenbeschickungsanlage mit freiliegen-
den Substraten angeordnet werden. Nach der Probenbeschickung
kbnnen die Fluidkammern automatisch verschlossen und die jewei-

ligen Reaktionsabldufe durchgefiihrt werden.

Die Dimensionen der Fluidkammer und des Klemmrahmens werden an-
wendungsabhangig an die jeweilige Aufgabe, insbesondere an den

jeweiligen Mikroarraytyp, angepasst. Die Auflage 13 des Randes
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12 entspricht vorzugsweise dem &uberen Umfang des jeweils ver-
wendeten Substrats, z. B. eines standardisierten Objekttrigers

oder eines Deckglases, das die Proben tragt.

zur Durchfilhrung einer chemischen Reaktion zwischen substratge-
bundenen Proben und einer Testlosung wird zundchst das Substrat
mit den Proben beschickt (Herstellung des Mikroarrays). Der Mik-
roarray wird mit den Proben entsprechend der Innenseite der Flu-
idkammer auf deren Rand gelegt und entsprechend der Auflage aus-
gerichtet. Mit dem Klemmrahmen wird das Substrat gegen den Rand
der Fluidkammer gedriickt. Die hochebene Flache des Randes im
Kontakt mit der ebenen Substratfldche gewdhrleistet eine ausrei-
chende Abdichtung der Kammer. Zusdtzliche Dichtungen kdénnen vor-
gesehen sein (siehe unten). Flr eine optimale Abdichtung wird
ein gleichmdRiges Andrticken des Substrats entlang des gesamten
Randes bevorzugt. Durch das gleichmdfige Andriicken werden Span-
nungen (Bruchgefahr) oder Leckerscheinungen (Undichtheit), die

die Funktionalitdt der Kammer einschré&nken kdénnten, vermieden.

Wenn der Rand aus einem elastischen Material (z. B. Silikonkau-
tschuk) besteht, koénnen auch anwendungsabhédngig nicht-planare
Substrate verwendet werden. Nicht-planare Substrate werden al-
lerdings lediglich bei Anwendungen in Betracht zu ziehen sein,
bel denen die Einstellung eines moglichst geringen Kammervolu-

mens unkritisch ist.

Die Feststelleinrichtung mit dem Klemmrahmen ermdglicht eine
schnelle und spannungsfreie AbschlieBung der Kammer. Sobald das
Substrat festgeklemmt ist, erfolgt eine Reschickung der Fluid-
kammer {iber die Fluidanschliisse. Die Fluidanschlisse sind mit
einer oder mehreren Ein- oder Ausflusskaniilen verbunden, die zum
Befiillen bzw. Entleeren der Fluidkammer mit Fliissigkeit dienen.
Durch die Fluidanschlisse kann laufend ein Fliussigkeitstransport
stattfinden, was insbesondere bei der Durchfithrung mehrerer In-

kubationsschritte erforderlich ist. Zur Steuerung des Fliissig-
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keitstransports sind die Fluidanschliisse mit einer Dosieranlage
verbunden, die Fliissigkeitsreservoire, Pumpen, Ventile und derQ
gleichen zur Prézisionsdosierung umfasst. Mit der Dosieranlage
kann der Flissigkeitstransport manuell oder automatisch erfol-
gen. Die Dosieranlage oder Teile von dieser kénnen auch im Tra-
gerkdrper 20 integriert sein. Es kdnnen auch Fluidkreisliufe
vorgesehen sein, mit denen Reaktionspartner wiederholt in die
Fluidkammer eingefiihrt werden. Falls sich bei der Beschickung
eine unerwilinschte Gasblase gebildet hat, so kann diese durch
mehrfaches Beaufschlagen der Fluidkammer mit einem Fluiddruck
abwechselnder Richtung beseitigt werden. Es kann auch vorgesehen
sein, dass in der Fluidkammer eine Vermischung verschiedener Re-
aktionspartner erfolgt, die“uber verschiedene Fluidanschliisse
zugefihrt werden. Zur Vermischung ist bspw. eine Beschickung mit
gegenlaufigen Pumprichtungen oder ein zirkuldres Pumpen vorgese-
hen. Alternativ kann die erfindungsgemife Fluidkammer aber auch
mit einer Riuhreinrichtung ausgestattet sein. Die Rihreinrichtung
umfasst Rihrelemente aus einem magnetischen Material, z. B.
Beads oder Nadeln) in der Fluidkammer und einen magnetischen An-
trieb auBerhalb der Fluidkammer, z. B. im Tragerkdérper oder am
Feststellrahmen. Der Trdgerkdrper und der Feststellrahmen sind

dann aus einem nicht-magnetischen Material hergestellt.

Nach Durchfihrung des gewlinschten Reaktionsablaufes erfolgt eine
optische Messung des Reaktionsergebnisses an den substratgebun-
denen Proben. Beispielsweise ist eine Fluoreszenzmessung durch
das Beobachtungsfenster des Klemmrahmens hindurch vorgesehen.
Alternativ kann auch die Fluidkammer geleert, der Klemmrahmen
zurlckgezogen, so dass das Substrat freigegeben und das Substrat

zu einer Messstation libertragen wird.

Die Figuren 2 und 3 illustrieren weiltere Ausfilhrungsformen der
Erfindung in Schnitt- bzw. Draufsicht. Die Fluidkammer 10 mit

dem Boden 11 und dem umlaufenden Rand 12 ist in den Tragerkdrper
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20 eingelassen. Der Rand 12 bildet die Auflage 13 fiir das Sub-
strat 40.

Die Feststelleinrichtung 30 mit dem Klemmrahmen 31 ist iiber den
SchlieBmechanismus 32 mit dem Trédgerkdrper 20 verbunden. Der
Schliefmechanismus 32 wird durch eine Wippenanordnung gebildet,
mit der der Klemmrahmen 31 relativ zum Trédgerkoérper 20 ver-

schiebbar und verschwenkbar ist.

Die Wippenanordnung 32 umfasst eine Wippe 33 und zwei seitliche
Verbindungselemente 34, 35, die in den Trégerkérper 20 integ-
riert sind. Die Wippe 33 ist in der Mitte des Tragerkdrpers 20
auf einer Achse verschwenkbar gelagert. Die Achse verliuft un-
terhalb des Bodens der Fluidkammer parallel zu einer Bezugsebe-
ne, die durch den Boden aufgespannt wird. Die Verbindungselemen-
te 34, 35 sind ebenfalls verschwenkbar an den Enden der Wippe 33
angebracht und mit den Enden des Klemmrahmens 31 verbunden. Am
ersten Verbindungselement 34 ist eine Schraubverbindung (Fest-
stellschraube 36) vorgesehen. Auf der gegenliberliegenden Seite
ist das zweite Verbindungselement 35 lediglich iiber die Schwenk-
verbindung mit dem Klemmrahmen 31 verbunden. Der Klemmrahmen 31 .
wird durch die seitlichen Verbindungselemente 34, 35 an jedem
Ende gegen einen Punkt in Richtung zu dem Substrat 40 gezogen.
Durch die Ein-Punkt-Aufhi&ngung der Wippe 33 werden die Krdfte in
der Querrichtung ausgeglichen. Wenn die Feststellschraube 36
festgezogen wird, wirken die Krafte am Klemmrahmen immer in
Richtung auf die Schwenkachse der Wippe 33 und das Substrat 40
wird ausschlieRlich vertikal auf den Rand 12 gedrilickt. Mit der
Feststellschraube 36 kann der Klemmrahmen 31 einseitig gedffnet
und geschlossen werden. Auberdem ist es moglich, den Abstand
zwischen dem Klemmrahmen 31 und der Wippe 33 zu verringern, so
dass auf das Substrat 40 ein gleichmidfig verteilter Druck ausge-
iibt wird. Es ist von besonderem Vorteil, dass der SchlieBmecha-
nismus 32 autonom ohne zusdtzliche Einstellungen arbeitet. Die

Fluidkammer kann schnell und sicher geschlossen werden.



WO 01/92849 PCT/EP01/06379
14

Anstelle der Feststellschraube 36 kénnen auch andere Spannein-
richtungen wie Feder- oder Schnellspanner oder federgetriebene

Schnapper vorgesehen sein.

Figur 2 zeigt zusatzliche Abdichtungseinrichtungen, die am Tra-
gerkdrper 20 und am Klemmrahmen 31 vorgesehen sind. Die Dichtung
22 im Tragerkdrper ist um die Fluidkammer 10 herum entlang des
Randes 12 angeordnet. Die Auflage 13 wird von der Dichtung 22 um
eine Hohe iberragt, die der Dicke des Substrats 40 entspricht.
Die Dichtung bildet einen Rahmen bzw. einen Anschlag, in den das
Substrat 40 genau einlegbar ist. Die Dichtung 37 ist entspre-
chend im Klemmrahmen 31 um das Beobachtungsfenster 34 herum vor-
gesehen; Die Dichtung 37 besitzt eine Breite derart, dass im zu-
sammengesetzten Zustand die Dichtung 22 und das Substrat 40 zu-
mindest tellweise berithrt werden. Die Dichtungen 22 und 37 be-
stehen aus einem moéglichst inerten, elastischen Dichtungsmateri-

al, z. B. Gummi.

Figur 3 ist eine Draufsicht auf einen Trédgerkdrper 20 mit der
Fluidkammer 10 und illustriert in Phantomansicht die durch den
Tragerkdrper 20 fihrenden Fluidkantlen 23, iiber die die Flui-
danschliisse 22 mit einer (nicht dargestellten) Dosieranlage ver-
bunden sind. AuBerdem sind Heizleitungen 25 gezeigt, die durch
Schlauchverbindungen einer (nicht dargestellten) Temperierungs-
einrichtung verbunden sind. Im Tragerkorper 20 kann zusidtzlich -
auch unmittelbar unter der Fluidkammer 10 eine zus&itzliche
elektrische Temperierungseinrichtung (Heiz- oder Kithleinrich-
tung, Peltierelement) vorgesehen sein. Dies erlaubt insbesondere
ein schnelles Abfahren von bestimmten Reaktionsprogrammen mit

wechselweisen Temperatursteigerungen und —absenkungen.

Die Fluidkaniilen 23 besitzen im Wesentlichen den gleichen Durch-
messer wie die Fluidanschliisse 21 (z. B. < 1 mm). Zur Herstel-

lung der Fluidkaniilen wird der aus einem einstlickigen Bauteil
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gearbeitete Tragerkérper durchbohrt. In die Bohrungen werden zur
Einstellung der kleinen Leitungsdurchmesser jeweils Kapillaren

eingepasst, die die Fluidkantilen bilden.

Wenn Vorrichtungen gem&h den Figuren 2 oder 3 als Mikrohybridi-
sierungskammer aufgebaut ist, so werden vorzugsweise die folgen-
den Dimensionen verwirklicht. Als Substrat 40 wird ein standar-
disierter Objekttrdger, wie er an sich aus der Mikroskopie be-
kannt ist, verwendet. Die AubenmaBe des Objekttradgers betragen
76 mm © 26 mm °~ 1 mm. Die Aulenkontur des Randes 12 entspricht
der GroRe des Objekttrdgers. Die Breite der Auflagefldche 13 be-
tragt ca. 2 mm. Entsprechend betrdgt die Bodenfldche bzw. die
freibleibende Fliche des Substrats 40 72 mm *© 22 mm = 1584 mm?.
Die Fluidanschliisse besitzen einen Durchmesser im Bereich von
0.5 bis 1 mm. Die Erhdhung des Randes 12 iber den Boden 11 be-
trdgt 0.1 mm, so dass sich ein Kammervolumen von 158.4 mm®
(158.4 pl) ergibt. Es werden vorzugsweise Randhohen im Bereich
von 0.05 mm bis 1 mm verwendet. Es kdnnen aber auch kleinere

oder grolere Hbhen vorgesehen sein.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Fluldkammersystem, das aus
einer Mehrzahl der oben beschriebenen Vorrichtungen besteht.
Beispielsweise koénnen mehrere Fluidkammerﬁ in einer Reihe oder
auch matrixartig in Reihen und Spalten angeordnet werden. Dies
ist von besonderem Vorteil, wenn grole Probenmengen hochparallel
unter méglichst gleichen Reaktionsbedingungen bearbeitet werden
sollen. Bei der gruppenweisen Verbindung erfindungsgemdBer Vor-
richtungen erfolgt vorzugsweise eine kombinierte Verbindung mit
der Dosieranlage und der Temperierungseinrichtung. Es wird bspw.

eine Matrix aus 96 Fluidkammern aufgebaut.

Die in der vorstehenden Beschreibung, den Zeichnungen und den
Anspriichen offenbarten Merkmale der Erfindung koénnen sowohl ein-

zeln als auch in beliebiger Kombination fir die Verwirklichung
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der Erfindung in ihren verschiedenen Ausgestaltungen von Bedeu-

tung sein.
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Patentanspriiche

1. Vorrichtung (100) zum Prozessieren von substratgebundenen,
geldsten und/oder suspendierten Proben, mit einer Fluidkammer
(10), die Fluidanschliisse (21) zum Anschluss an eine Dosierein-
richtung aufweist,

dadurch gekennzeichnet, dass

die Fluidkammer (10) in einem Tragerkdrper (20) mit Fluidleitun-
gen (23) in Verbindung mit den Fluidanschliissen (21) angeordnet
ist und einen Boden (11) und einen umlaufenden Rand (12) auf-
weist, der eine Auflage fir ein Substrat (40) bildet, und

eine relativ zum frégerkérper (20) bewegliche Feststelleinrich-
tung (30) mit einem Klemmrahmen (31), der eine Andruckfliche
(33) mit einer &duBeren Form entsprechend der Gestalt des umlau-
fenden Randes (12) bildet, und einem SchlieBmechanismus (32)
vorgesehen ist, mit dem der Klemmrahmen (31) relativ zum Rand
(12) beweglich ist, so dass ein auf dem Rand (12) aufliegendes
Substrat (40) einem Anpressdruck ausgesetzt werden kann, um die

Fluidkammer zu verschlieBen.

2. Vorrichtung gem&l Anspruch 1, bei der der umlaufende Rand

(12) eine gegl&dttete oder polierte Oberfliche aufweist.

3. Vorrichtung gemdB Anspruch 1 oder 2, bei der der umlaufende

Rand (12) aus einem elastischen Dichtungsmaterial besteht.

4. Vorrichtung gem&B einem der vorhergehenden Anspriiche, bei
der der Tr&agerkorper (20) eine um den Rand (12) der Fluidkammer
(10) umlaufende erste Dichtung (22) aus unter Druck elastisch

verformbarem Material aufweist.
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5. Vorrichtung gemdB Anspruch 4, bei der die erste Dichtung
(22) den Rand (12) um eine vorbestimmte Vorsprungshéhe tiiberragt,
so dass ein Rahmen gebildet wird, in den das Substrat (40)

einlegbar ist.

6. Vorrichtung gem&B einem der vorhergehenden Anspriiche, bei
der der Klemmrahmen (31) eine zweite Dichtung aus unter Druck

elastisch verformbarem Material bildet.

7. Vorrichtung gemdR einem der vorhergehenden Anspriiche, bei
der im Tragerkérper mindestens eine Temperierungseinrichtung

vorgesehen ist.

8. Vorrichtung gemdf einem der vorhergehenden Anspriiche, bei
der der Schliefmechanismus (32) eine Geradefiithrungseinheit um-

fasst.

9. Vorrichtung gemdR einem der Anspriiche 1 bis 7, bei der der
SchlieRmechanismus (32) eine Wippenanordnung mit einer im Tra-
gerkdrper (20) verschwenkbar angeordneten Wippe (33) umfasst, an
deren Enden verschwenkbare Verbindungselemente (34, 35) ﬁorgese—
hen sind, die an verschiedenen Seiten der Fluidkammer (10) vor-
beiftihrend mit der Feststelleinrichtung (30) verbunden sind, wo-
beil an einem der Verbindungselemente (34) eine Feststellschraube

(36) zum Festklemmen des Klemmrahmens (31) vorgesehen ist.

10. Vorrichtung gemdl einem der vorhergehenden Anspriiche, bei
der der Klemmrahmen (31) ein Beobachtungsfenster (34) aufweist,
durch das das Substrat (40) bzw. das Innere der Fluidkammer (10)
der visuellen Beobachtung und/oder optischen Messungen zuging-

lich ist.

11. Vorrichtung gemdfl einem der vorhergehenden Anspriiche, bei

der die Auflage (13) des umlaufenden Randes (12) eine Fl&che um-
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grenzt, deren MaBe den Fl&dchenmaflien von standardmi&Big verwende-

ten Probentrdgern oder Mikroskopiesubstraten entspricht.

12. Vorrichtung gemdf einem der vorhergehenden Anspriiche, bei
der eine Rihreinrichtung zum Umwdlzen von Fliissigkeiten in der

Probenkammer vorgesehen ist.

13. Reaktionskammersystem, das eine Vielzahl von Vorrichtungen
gemdh einem der vorhergehenden Anspriiche in reihenweiser oder

matrixartiger Anordnung umfasst.

14. Verfahren zur Probenprozessierung mit einer Vorrichtung
(100) gem&B einem der Anspriiche 1 bis 13, bei dem die Fluidkam-
mer (10) mit einem Substrat'(40), an das Proben gebunden sind,t
oder einer Platte mit der Feststelleinrichtung (30) verschlossen
und anschliefend mit Reaktionspartnern durch die Fluidanschliisse

(21) beschickt wird.

15. Verfahren nach Anspruch 14, bei dem das Substrat (40) oder
die Platte mit dem Klemmrahmen (31) auf den umlaufenden Rand
(12) der Fluidkammer (10) gedriickt wird, wobei das Andriicken des
Klemmrahmens (31) mit einer Wippenanordnung (32) erfolgt, mit
der das Substrat (40) oder die Platte vertikal auf den Rand (12)

gedriickt wird.

16. Verfahren gemal einem der Anspriiche 14 oder 15, bei dem ein
Verschlieflen der Fluidkammer (10) durch Andriicken des Substrats

(14) auf die Auflage (13) des umlaufenden Randes (12) erfolgt.

17. Verfahren gemdl einem der Ansprliche 14 bis 16, bei dem eine
Temperierung der Fluidkammer (10) unter Verwendung mindestens
einer Temperlerungseinrichtung (25) im Tr&dgerkdrper (20)

und/oder am Klemmrahmen (31) erfolgt.
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18. Verfahren gemdB einem der Anspriiche 14 bis 17, bei dem nach
der Reaktion eine Vermessung von Reaktionspartnern in der Fluid-

kammer (10) erfolgt, ohne dass diese gedffnet wird.

19. Verfahren gemal einem der Anspriiche 14 bis 18, bei dem das
Auflegen des Substrats (40) oder der Platte auf den Rand (12)
der Fluidkammer (10) und das VerschlieBen der Fluidkammer (10)

automatisch mit einem programmierten Steuersystem erfolgen.

20. Verwendung einer Vorrichtung oder eines Verfahrens gemiB ei-
nem der vorhergehenden Anspriiche

- zur Mikroprozessierung von Mikroarrays,

- fir Hybridisierungsverfahren,

- zur Behandlung oder Bearbeitung des Substrats (40), oder

- zum Prozessieren von Proben mit pl-Volumen.
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IPK 7 GOIN BO1J BOIL

Recherchierter Mindestpriifstoff (Klassifikationssystem und Kiassifikationssymbole )

Recherchierte aber nicht zum Mindestprilfstoff gehdrende Verdifentlichungen, soweil diese unter die recherchierien Gebiete fallen

EPO-Internal, INSPEC, COMPENDEX
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C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie® | Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.
X US 5 945 334 A (GOSS VIRGINIA W ET AL) 1-20
31. August 1999 (1999-08-31)
Abbildungen 5A,6,14,20A,208,30
X WO 97 35176 A (CHRISTENSEN DOUGLAS A 1-20
;MCEACHERN RICHARD D (US); UNIV UTAH RES
FOU) 25. September 1997 (1997-09-25)
Seite 5-6; Abbildungen 1-4,7-10,24
Seite 15
A EP 0 508 568 A (AMOCO CORP) 1-20
14. Oktober 1992 (1992-10-14)
AbbiTdungen 2-6,9
A WO 99 42813 A (WISCONSIN ALUMNI RES FOUND) 1-20
26. August 1999 (1999-08-26)
Abbildungen 1,2,7,8
)

Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu
entnehmen

X

Siehe Anhang Patenifamilie

° Besondere Kategorien von angegebenen Versffentlichungen

*A* Verffentiichung, die den aligemeinen Stand der Technik definiert,
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

"E* lteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen
Anmeldedatum verdifentlicht worden ist

‘L" Verdffentlichung, die geeignel ist, eéinen Prioritétsanspruch zweifelhaft er—
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer
anderen im Recherchenbericht genannten Verbifentlichung belegt werden
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie
ausgefiihrt)

*O" Verbfientlichung, die sich auf eine mindliche Offenbarung,
eine Benutzung, eine Aussiellung oder andere MaBnahmen bezieht

*P* Vertffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach
dem beanspruchten Prioritdisdatum verdfientlicht worden ist

*T* Spétere Versffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
oder dem Prioritaisdatum verdffentlicht worden ist und mit der
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

"X* Veréffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann allein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

*y* Verdéffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Verdffentlichung mil einer oder mehreren anderen
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist
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A

US 5 958 760 A (FREEMAN THOMAS CHARLES)
28. September 1999 (1999-09-28)
AbbiTdungen 15A-15B

WO 00 05336 A (OWICKI JOHN C ;EL HAGE AMER
(US); LJL BIOSYSTEMS INC (US); MODLIN)

3. Februar 2000 (2000-02-03)

Abb1ildungen 7-9

WO 93 09668 A (AFFYMAX TECH NV)
27. Mai 1993 (1993-05-27)
Abbildungen 5B,6

WO 99 00655 A (IMMUNETICS)
7. Januar 1999 (1999-01-07)
Abbildungen 2-5
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