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(57) Die Edindung betrifft eine Vorrichtung zur
Durchfthrung von Genexpressionsanalysen bestehend
aus mindestens zwei Reaktionskammern, welche auf
einer Seite hermetisch verschlieBbar sind.

Aufgabe der Erfindung ist es, eine Vorrichtung zur
Verfagung zu stellen, mit deren Hilfe routinemaBige
Ablaufe der ISH parallel durchgeflhrt werden kénnen.

Gelost wird diese Aufgabe durch einen Behalter
und einen Deckel, einen Einsatz mit den Reaktionskam-
mern, Béden, welche die auf der anderen Seite liegen-
den Offnungen der Reaktionskammern verschlieBen,
wobei die Béden einen ungehinderten Fllssigkeitsaus-
tausch ermdglichen und Verschliisse zur hermetischen
Abdichtung, der den Béden gegentiber liegenden Off-
nungen der Reaktionskammern.

Vorrichtung zur Durchfiihrung von Genexpressionsanalysen

L= , A
= = g == ==1n
Y Y FEY ey vy | V&
yam== =) 7

Printed by Xerox (UK) Business Setrvices
2.16.3/3.4



1 EP 0 846 774 A2 2

Beschreibung

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Durch-
fuhrung von Genexpressionsanalysen nach dem Ober-
begriff des Patentanspruchs 1, wie sie aus Rosen, B. et
al. (1993). Whole mount in situ hybritisation in the
mouse embryo: gene expression in three dimensions.
TIG 9 162- 167, bekannt ist.

Die Analyse von Genexpressionsmustern mit Hilfe
der sogenannten In-Situ-Hybridisierung (ISH) ist zu
einer der wichtigsten Methoden in der modernen Biolo-
gie geworden, und es ist abzusehen, daf diese Technik
kinftig auch in der Medizin eine bedeutende Rolle spie-
len wird. Bei einer ISH werden mit spezifischen, speziell
markierten Sonden die Orte der Genaktivitat in ganzen
Embryonen, Organen oder Gewebeproben (hier als
Probe bezeichnet) nachgewiesen.

Diese Technik ist sehr arbeitsintensiv und erstreckt
sich Uber mehrere Tage, da viele Inkubationen und
Waschschritte notwendig sind. Die einzelnen Schritte
wurden bisher in Reagenzréhrchen durchgefihrt, und
es waren flr die verschiedenen Sonden und Proben
jeweils ein eigenes Réhrchen erforderlich. Aus diesem
Grund war es nur mit erheblichem Aufwand méglich,
eine groBe Anzahl von Proben mit vielen verschiedenen
Sonden gleichzeitig zu hybridisieren.

Bei einer ISH sind eine Reihe von experimentellen
Anforderungen zu erfillen. Zunéchst werden alle Pro-
ben in der gleichen Weise fur die ISH vorbehandelt. Bei
der eigentlichen ISH ist es dann erforderlich, Gruppen
von Proben mit jeweils verschiedenen Sonden getrennt
zu inkubieren. AnschlieBend werden alle Proben mit
den gleichen Puffern gewaschen. Bei den Waschschrit-
ten ist es erforderlich, daB die einzelnen Probengrup-
pen, die mit verschiedenen Sonden hybridisiert wurden,
weiterhin getrennt bleiben.

Aufgabe der Erfindung ist es, eine Vorrichtung der
e. g. Art zur Verfligung zu stellen, mit deren Hilfe routi-
nemaBige Ablaufe der ISH parallel durchgefiihrt werden
kénnen.

Gelost wird diese Aufgabe durch die Merkmale des
Patentanspruchs 1. die Unteranspriiche beschreiben
vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung.

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung erlaubt, in
einem wesentlich vereinfachten Verfahren, die Hybridi-
sierung vieler Probengruppen mit mehreren verschie-
denen Sonden zur gleichen Zeit durchzufiihren. Dies
fuhrt zu einer enormen Zeitersparnis, da der Experi-
mentator nur noch einen Bruchteil der bisherigen Zeit
fur die einzelnen Prozeduren aufwenden mufB.

Die Erfindung wird im folgenden anhand eines Aus-
fuhrungsbeispiels mit Hilfe der Figuren naher erlautert.
Dabei zeigt die Figur 1 den Einsatz und die Figur 2
Gehéause mit Deckel der Vorrichtung..

Die Fig. 1 zeigt den quaderférmigen Einsatz 4 der
in diesem Fall beispielsweise sechs Reaktionskammern
enthalt. An der Unterseite des Eisatzes 4 ist ein mit dem
Boden verklebtes Kunststoffnetz 7 angedeutet, das die
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Béden der Reaktionskammern 1 bildet. An der Unter-
seite befinden sich auch die Abstandshalter 5.Die
Reaktionskammern 1 sind oben mit Gewinden verse-
hen in die die Verschlisse 6 eingeschraubt werden kén-
nen. Die Dichtung zwischen den Verschliissen 6 und
dem Einsatz 4 erfolgt beispielsweise mit Hilfe von Dicht-
ringen, hier nicht dargestellt. Die Oberseite des Einsat-
zes enthadlt Ausnehmungen 9 zum einsetzen von
Hebegriffen.

Die Fig. 2 zeigt den Behalter 2 der eine quaderfér-
mige Ausnehmung zur Aufnahme des Einsatzes 4 hat.
Der obere Rand des Behélters 2 enthalt eine Nut 10 zur
Aufnahme eines Dichtrings, hier nicht dargestellt. An
der Oberseite des Behalters sind an den Schmalseiten
zwei Ausleger angeklebt, die Gewindebohrungen zur
Befestigung des Deckels 3 tragen. Der Deckel 3 enthalt
ebenfalls Gewindebohrungen zur Aufnahme von hinter-
drehten Réndelschrauben zum dichten Verschlu3 von
Behalter 2 und Deckel 3.

Statt der Quaderform kénnen fiir Behalter 2, Deckel
3 und Einsatz 4 auch andere Formen wie z. B. eine
Kreisscheibe verwendet werden.

Die Proben werden fiir die ISH in einzelne Reakti-
onskammern 1 eines Einsatzes 4 gelegt. Da die Reakti-
onskammern 1 auf der Unterseite mit einem Netz 7
verschlossen sind, verbleiben die Proben in den Reakti-
onskammern 1, kdnnen aber alle mit derselben Lésung
behandelt werden. Zur Inkubation der Proben mit den
Lésungen wird der gesamte Einsatz 4 in einen Behalter
2 eingeflhrt, welche die entsprechende Lésung enhalt.
Zum Wechseln der Lésungen kann der gesamte Block 4
in ein zweiten Behalter 2 mit der neuen Ldsung Uber-
fuhrt werden, oder die Ldésung im Behalter 2 ausge-
tauscht werden. Der Einsatz 4 kann dabei
zwischenzeitlich auf die sterile Innenseite des Deckels
3 abgestellt werden. Auf diese Weise werden alle Pro-
ben in der gleichen Weise behandelt, die einzelnen Pro-
bengruppen bleiben aber getrennt.

Eine Trennung von Probengruppen (nach ihrer Her-
kunft und Hybridisierung mit unterschiedlichen Sonden)
ist bei einer ISH besonders wichtig. So sollen z. B. Pro-
ben von Wildtyp-Embryonen (oder -Geweben) und von
Mutanten-Embyonen (oder -Geweben) auf Unter-
schiede in der Genaktivitat hin untersucht werden. Im
Verlauf der ISH-Prozedur mussen naturlich die Wildtyp-
und Mutanten-Embryonen (-Gewebe) stets getrennt
bleiben, um anschlieBend Unterschiede zwischen bei-
den Gruppen festzustellen.

Innerhalb einer Gruppe (Wildtyp bzw. Mutante)
kénnen weitere Sub-Gruppen gebildet werden: Z. B.
eine Gruppe von Wildtyp-Embryonen, die Embryonen
aus drei verschiedenen Entwicklungsstadien enthalt,
die alle mit einer Gensonde A hybridisiert werden. Eine
zweite Gruppe konnte aus Embryonen der gleichen
Entwicklungsstufen bestehen, die aber mit der Gen-
sonde B zu hybridisieren sind.

Aus diesem Grund ist es deshalb fir den Experi-
mentator extrem wichtig, gleich zu Beginn des ISH-
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Experimentes, Probengruppen zusammenstellen zu
kénnen, die im weiteren Verlauf der Analyse getrennt
bleiben. Trotzdem bleibt die Notwendigkeit, alle Proben-
gruppen auf die gleiche Weise zu behandeln, damit
konstante Bedingungen (far Wildtyp und Mutanten-
Embyonen und -Gewebe) geschaffen werden.

Die Vorrichtung erflllt beide Erfordernisse und
erlaubt gleichzeitig eine wesentlich einfachere und
schnellere Handhabung. Da die einzelnen Schritte
schneller abgewickelt werden kénnen, bedeutet dies fir
den Experimentator eine enorme Zeitersparnis.

Bei dem bisherigen Arbeitsablauf muBten z.B. bei
der Vorbereitung und den anschlieBenden Hybridisie-
rungs- und Waschschritten von 10 Probengruppen, alle
10 Gruppen in 10 verschiedene, mit Schraubdeckeln
verschlossene, Réhrchen Oberfihrt und getrennt
behandelt werden. Dazu muBte jedes Réhrchen einzeln
aufgeschraubt, die Lésung vorsichtig entfernt, die neue
Lésung hinzugeflgt und das Réhrchen wieder ver-
schlossen werden. Diese Schritte sind nun derart ver-
einfacht, daB3 der gesamte Einsatz in einen Behélter mit
neuer Lésung Uberfihrt wird, bzw. die Lésung in dem
Behélter ausgetauscht wird.

Fuar die eigentliche ISH wird nun zu jeder Proben-
gruppe (die sich in verschiedenen Reaktionskammern 1
befinden) eine jeweils andere Sonde hinzugegeben.
Dabei dirften die Lésungen aus verschiedenen Reakti-
onskammern nicht miteinander vermischt werden. Zu
diesem Zweck werden die oberen Offnungen der Reak-
tionskammern 1 mit Verschlissen 6 hermetisch abge-
dichtet, der gesamte Einsatz 4 umgedreht und
umgekehrt in den Behélter 2 gesetzt. Damit befinden
sich nun die mit dem Netz 7 verschlossenen Seiten der
Reaktionskammern 1 oben, und zu den einzelnen
Gruppen von Proben kann nun jeweils die gewlinschte
Sonde hinzugefligt werden, ohne daB Sonden in einer
Reaktionskammer sich mit Sonden in anderen Kam-
mern 1 vermischen.

AnschlieBend erfolgt die eigentliche Hybridisierung
der Proben mit der Sonde bei hoher Temparatur. Hier-
bei ist es wichtig, daB keine Flussigkeit verdampft und
es so zu einer Konzentrierung von Salzen in der Hybri-
disierungslésung kommt. Dieses Problem ist bei derart
geldst, daB der Behalter 2, in dem sich der Einsatz 4 mit
den Reaktionskammern 1 befindet, mit einem Ver-
schluB3 abgedichtet wird. Méglich sind hier neben Ran-
delschrauben auch Filmschaniere, Schrauben und
Klemmen mit Federblgeln oder Spannverschllsse, die
Uber Federdruck arbeiten. Dadurch ensteht in dem
gesamten Behalter (einschlieBlich der Reaktionskam-
mern) ein gasgesattigter Raum.

Die Hybridisierung erfolgt in Formaldehyd enthal-
tender Lésung und bei hohen Temperaturen. Dies stellt
besondere Anforderungen an die verwendeten Materia-
lien und Klebstoffe. Zur Konstruktion wurde deshalb
Plexiglas verwendet, und ein spezieller Klebstoff ent-
wickelt und verwendet, der den erforderlichen Anspri-
chen geniigt. Die verwendeten Materialien missen
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Temperaturen von 70°C standhalten und physiologisch
unbedenklich sein. Neben Plexiglas ist hier auch die
Verwendung von Edelstahl oder Teflon méglich.

Die Herstellung der ISH-Sonden ist verhaltnisma-
Big teuer, und die Volumina der Waschlésungen sollten
nur so grof3 sein, wie es fir den entsprechenden Ver-
such erforderlich ist. Deshalb ist es notwendig, daB bei
der Hybridisierung nicht zu groBe Volumina eingesezt
wird. Vorrichtung ist so konstruiert, daB die gleiche
Menge an Hybidisierungslésung einsetzbar ist, wie dies
zuvor mit einzelnen ReagenzgeféBen erforderlich war.
Dies wird dadurch erreicht, daB der Durchmesser der
Bohrungen (Reaktionskammern 1) dem der Gblicher-
weise verwendeten ReagenzgefafBen von 12mm ent-
spricht.

Je nach Bedarf kann die Konstruktion aber so vari-
iert werden, daB fur gr6Bere Proben der Durchmesser
vergroBert, bzw. fur kleineren Proben verringert wird.
Die Vorrichtung kann je nach Bedarf in verschiedenen
GroBen angefertigt werden. Hierzu wurden Apparatu-
ren mit 6, 12 oder 24 Reaktionskammern als Prototypen
getestet. Beim Einsatz in Screening-Prozessen sind
auch GréBen mit mehr Reaktionskammern méglich. Bei
Verwendung zur individuellen Hybridisierung kénnen
auch Einsatze mit lediglich 2 Reaktionskammern ver-
wendet werden. Auf diese Weise ist es méglich, die
Volumina der verwendeten Lésungen auf ein Minimum
zu begrenzen und Kosten einzusparen. Ferner kann
neben der hier verwendeten rechteckigen auch rotati-
onssymmetrische oder andere Formen verwendet wer-
den.

Nach der Hybridisierung missen die Proben gewa-
schen werden, um nicht spezifisch gebundene Sonde
zu entfernen. Dabei werden wieder alle Proben jeweils
mit denselben Waschlésungen behandelt. Hierfir wird
der gesamte Einsatz 4 aus dem Behalter 2 genommen
und umgekehrt (die mit den Netzen 7 verschlossenen
Ofnungen nach unten) in einen Behalter mit Waschlé-
sung gesetzt. Um einen guten Austausch der Waschlé-
sung mit den Proben zu erreichen, kann der Einsatz 4
mit Behalter 2 auf einen Schuttler gestellt und schwach
bewegt werden, oder von Zeit zu Zeit kurz angehoben
und wieder abgesenkt werden. Um Waschlésungen zu
wechseln, wird die Lésung in dem Behalter 2 ausge-
tauscht oder der gesamte Einsatz 4 in einen Behalter
mit neuer Waschlésung tberfiihrt.

Die Vorrichtung ist so konstruiert, daB ein optimaler
Austausch zwischen dem zu hybridisierenden Material
und der Umgebung erfolgen kann, ohne daB das
Gewebe zerstort wird. Zu diesem Zweck wurde der Ein-
satz mit den Reaktionskammern auf kleine FuBchen
gesetzt.

Je nach der Gr6Be der verwendeten Proben kén-
nen Netze mit verschiedenen MaschengréBen verwen-
det werden. Vor allem die Verwendung eines
feinmaschigeren Netzes erlaubt so auch die Verarbei-
tung kleinerer Gewebestiicke, Organe und Embryonen.

AuBerdem kann bei der Konstruktion der Durch-
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messer der Bohrlécher den jeweiligen Anforderungen
angepasst werden.

Die Vorrichtung kann nicht nur fur ISH, sondern in
der gleichen Weise fur Antikérper-Farbungen an gan-
zen Embryonen, Organen oder Gewebestlicken ver- 5
wendet werden.

Patentanspriiche

1. Vorrichtung zur Durchfiihrung von Genexpressions- 70
analysen bestehend aus mindestens zwei Reakti-
onskammern, welche auf einer Seite hermetisch
verschlieBbar sind, gekennzeichnet durch

a) einen Behélter (2) und einen Deckel (3), 715
wobei Deckel (3) und Behélter (2) dicht ver-
schlieBbar sind,

b) einen Einsaiz (4), welcher die Reaktions-
kammern (1) enthalt, wobei die Reaktionskam-
mern (1) senkrecht angeordnet an einer Seite 20
offen sind,

c) Béden (7), welche die auf der anderen Seite
liegenden Offnungen der Reaktionskammern

(1) verschlieBen, wobei die Béden (7) einen
ungehinderten Flissigkeitsaustausch ermégli- 25
chen, und das zu analysierende Material in der
Reaktionskammer zurtickhalten, und

d) Verschllsse (6) zur hermetischen Abdich-
tung, der den Béden gegentiberliegenden Off-
nungen der Reaktionskammern. 30

2. Vorrichtung nach Anspruch 1 gekennzeichnet
durch Abstandhalter (5) an dem Einsatz an der
Seite der Béden (7).

35
3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2 dadurch
gekennzeichnet, daf3 die Béden (7) durch ein einzi-
ges, alle Offnungen tberdeckendes Element gebil-
det werden.
40

4. \Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3
gekennzeichnet durch Ausnehmungen (9) im Ein-
satz (4) zur Aufnahme von Hebegriffen.

5. Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 4 45
dadurch gekennzeichnet, daB das alle Offnungen
Uberdeckende Element ein aufgeklebtes Nylonnetz
ist,

6. Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 5 50
dadurch gekennzeichnet, daB das Material des
Deckels (3), der Kammer (2) und des Einsatzes (4)
aus Plexiglas bestehen.
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