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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft gemass dem Oberbegriff des unabhangigen Anspruchs 1 ein System mit Hybridisierkam-
mern zum Hybridisieren von auf Objekttragern immobilisierten Nukleinsdureproben, Proteinen oder Gewebeschnitten.
Dabei ist jede Hybridisierkammer als ein im wesentlichen spaltférmiger, mit einer Fliissigkeit im wesentlichen befillbarer
Raum zwischen einem dieser Objekttrager und einem Deckel definiert. Je ein Deckel ist derart gegeniiber dem Objekt-
trager angeordnet, dass die Hybridisierkammer gegeniiber der Umgebungsluft abgedichtet ist. Ein solches System
umfasst eine Agitationseinrichtung, mit welcher Flissigkeiten in den Hybridisierkammern gegeniber den auf den Ob-
jekttragern immobilisierten Proben bewegt werden kénnen. Die Erfindung betrifft zudem, gemass dem Oberbegriff des
unabhangigen Anspruchs 14, ein entsprechendes Verfahren zum Verhindern von Luftblasen in den Hybridisierkammern
eines Systems zum Hybridisieren von auf Objekttragern immobilisierten Nukleinsdureproben, Proteinen oder Gewebe-
schnitten. Gemass diesem Verfahren werden alle im wesentlichen spaltférmigen, zwischen einem dieser Objekttrager
und einem Deckel angeordnete Hybridisierkammern mit einer Flissigkeit im wesentlichen geflllt. Dabei wird der Deckel
derart gegeniiber dem Objekttrager angeordnet, dass die Hybridisierkammer gegeniiber der Umgebungsluft abgedichtet
ist.

[0002] Die Verwendung von DNA-Proben (DNA = Desoxyribosenukleinsaure) und insbesondere von Mikroarrays
solcher Proben stellt der Forschung eine wichtige Technik zur gleichzeitigen bzw. simultanen Analyse von Tausenden
von Genen zur Verfligung. 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 Probenflecken oder "spots", d.h. in einem zweidimensionalen Gitter auf dem Substrat
angeordnet und man kann spater - ausgehend von einer bestimmten Position innerhalb eines solchen Arrays auf den
Ursprung der entsprechenden DNA-Probe zuriickschliessen. Die Technik umfasst typischerweise die Kontaktierung des
DNA-Proben-Arrays mit RNA-Muster-Suspensionen bzw. -Ldsungen (RNA = Ribosenukleinsaure) um damit spezifische
Nukleotidsequenzen in den DNA-Proben nachzuweisen. Typischerweise werden auch Muster-Suspensionen verwendet,
welche DNA, cDNA und/oder Proteine bzw. Polypeptide enthalten.

[0003] RNA-Muster kénnen mit einem sogenannten "tag" oder "label", d.h. einem Molekiil versehen sein, welches
z.B. ein Fluoreszenzlicht mit einer spezifischen Wellenlange aussendet. Immobilisierte Proben kdnnen auch aminosau-
rehaltige (z.B. Proteine, Peptide) oder nukleinsaurehaltige (z.B. cDNA, RNA) Proben umfassen. Zu den immobilisierten
Proben zugegebene Muster kdnnen beliebige Molekile bzw. chemische Verbindungen umfassen, welche mit den im-
mobilisierten Proben hybridisieren oder sich sonstwie mit diesen verbinden.

[0004] Unter guten experimentellen Bedingungen hybridisieren bzw. binden die RNA-Muster an die immobilisierten
DNA-Proben und bilden mit diesen zusammen hybride DNA-RNA-Strange. Fiir jede der immobilisierten DNA-Proben
und fiir spezielle RNA-Muster kann man Unterschiede in der Hybridisierung unter den DNA-Proben durch die Messung
der Intensitat und der Wellenlangenabhangigkeit der Fluoreszenz jedes einzelnen Mikroarray-Elements feststellen und
so herausfinden, ob der Grad der Genexpression in den untersuchten DNA-Proben variiert. Mit der Verwendung von
DNA-Mikroarrays kdnnen somit iber die Expression von grossen Mengen von Genen und iber deren Expressionsmuster
umfassende Aussagen gemacht werden, obwohl nur geringe Mengen an biologischem Material eingesetzt werden
mussen.

[0005] 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 EP 1 260 265 A1 des Anmelders der
aktuellen Patentanmeldung). Diese Dokumente offenbaren eine Vorrichtung zum Bereitstellen eines Hybridisierraums
fur die Hybridisierung von Nukleinsdureproben auf einem Objekttrager. Diese Vorrichtungen sind gegenliber dem Ob-
jekttrager bewegbar ausgebildet und umfassen eine ringféormige Dichtung oder Dichtflache zum Abschliessen des spalt-
férmigen Hybridisierraums gegeniiber der Umgebungsluft, wobei durch die Dichtung oder Dichtflache eine Oberflache
dieses Objekttragers beaufschlagt wird. Zudem umfasst diese Vorrichtungen Leitungen zum Zu- bzw. Ableiten von
Medien in den Hybridisierraum hinein bzw. aus dem Hybridisierraum heraus sowie eine Probenzuflihrung. Eine verbes-
serte Temperaturkontrolle und eine Bewegung der Flussigkeit mit z.B. RNA-Mustern gegenuber auf dem Objekttrager
immobilisierten DNA-Proben ist ebenfalls offenbart.

[0006] Es kommt einerseits immer wieder vor, dass Luftblasen beim Einfiillen von Flissigkeiten oder auch spater in
der Hybridisierkammer entstehen. Andererseits wurde versucht (vgl. z.B. US 6,186,659), Luftblasen gezielt als Agitati-
onsmittel einzusetzen, um in der Hybridisierkammer eine grindlichere Durchmischung der Reagenzien zu erzielen. Im
allgemeinen sind aber im Hybridisiermedium anwesende Luftblasen nicht erwiinscht, weil diese den meist sehr diinnen
Flissigkeitsfilm Gber denimmobilisierten Proben stéren. Dies kann zu einer Inhomogenitat der Verteilung von Reagenzien
im Hybridisiermedium und damit zu einer Verfélschung der Hybridisier-Resultate fuhren; schlimmstenfalls verdrangen
grossere Luftblasen sogar das Hybridisiermedium von Teilen der auf dem Objekttrager immobilisierten Proben.
[0007] Aus dem Stand der Technik sind zudem zahlreiche Methoden bekannt, um das spontane Auftreten von Luft-
blasen oder das Verbleiben derselben in der Kammer zu behindern. So wurde z.B. ein nichtparalleles Anordnen der die
Hybridisierkammer definierenden Objekttrager und Deckel vorgeschlagen (vgl. US 5,922, 591), oder die Hybridisierme-
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dien werden wahrend dem ganzen Hybridisierprozess aus der Kammer hinaus und wieder hinein beférdert. Das Bei-
mischen von Agenzien zu dem Hybridisiermedium, welche die Oberflachenspannung reduzieren oder das Behandeln
der Oberflachen der Kammer mit wasserabstossenden chemischen Verbindungen mit dem Ziel, die Bildung von Luft-
blasen zu behindern, ist ebenfalls bekannt.

[0008] Aus US 6,458,526 ist eine Anordnung bekannt, mir welcher in den Hybridisierraum hineinragende "Blasenhalf-
ten 140" aus einem mit Losungsmittel gesattigten Gas erzeugt werden. Es handelt sich bei diesen "Blasenhalften”
eigentlich um kalottenférmige Grenzflachen von Gasrdumen mit einem definierten Krimmungsradius. Diese "Blasen-
halften" befinden sich an definierten Stellen der Kammer, wo sie die Hybridisierung der Proben nicht stéren kénnen. In
einem vom Hybridisierraum abgetrennten Kompartiment befindet sich ein Lésungsmittel 160, welches im Hybridisier-
medium enthaltenist. Uber diesem Lésungsmittel wird eine gesattigte Atmosphére 150 aufrecht erhalten, welche konstant
mit den Gasrdumen hinter den "Blasenhalften 140" verbunden ist (vgl. Fig. 2 in US 6,458,526). Damit wird konstant eine
mit dem Losungsmittel gesattigte Atmosphéare an die kalottenférmigen Grenzflachen gebracht und dadurch der Partial-
druck des im Hybridisiermedium anwesenden Ldsungsmittel so beeinflusst, dass allenfalls vorhandene Luftblasen
schrumpfen und eliminiert werden. Dieses Verfahren hat den Nachteil, dass diese kalottenformigen Grenzflachen mittels
speziellen Vorrichtungen geschaffen und aufrechterhalten werden missen.

[0009] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung betrifft das Bereitstellen eines alternativen Systems bzw. eines alter-
nativen Verfahrens, mit welchem das Ausbilden von Luftblasen in einer Hybridisierkammer auf einfache Art und Weise
verhindert werden kann.

[0010] Diese Aufgabe wird gemass einem ersten Aspektund dem kennzeichnenden Teil des unabhangigen Anspruchs
1 dadurch gel@st, dass ein eingangs beschriebenes System eine Einrichtung zum Verhindern von Luftblasen in den
Hybridisierkammern umfasst, welche als Druckeinrichtung zum Aufbauen eines Kammer-Drucks in den Hybridisierkam-
mern ausgebildet ist, wobei dieser Kammer-Druck dadurch unabhangig von Agitationsdruckunterschieden tber dem in
der Umgebungsluft herrschenden, normalen atmosphérischen Druck liegt, dass das System zumindest ein Federelement
umfasst, welches mit dem fir die Hybridisierung verwendeten Flissigkeitsvolumen in Verbindung steht und federnd den
durch die Agitationseinrichtung auf den Druckraum ausgelibten Agitationsdruckunterschieden entgegenwirkt. Diese
Aufgabe wird gemass einem zweiten Aspekt und dem kennzeichnenden Teil des unabhangigen Anspruchs 14 dadurch
geldst, dass mittels einer Druckeinrichtung in einem eingangs beschriebenen System ein mit einer Druckeinrichtung
dieses Systems in den Hybridisierkammern ein Kammer-Druck ausgebildet wird, der dadurch unabhangig von Agitati-
onsdruckunterschieden Uber dem in der Umgebungsluft herrschenden, normalen atmosphéarischen Druck liegt, dass
das System ein Federelement umfasst, welches mit dem fir die Hybridisierung verwendeten Flissigkeitsvolumen in
Verbindung steht und federnd den durch die Agitationseinrichtung auf den Druckraum ausgeiibten Agitationsdruckun-
terschieden entgegenwirkt. Zusatzliche, bevorzugte erfinderische Merkmale ergeben sich jeweils aus den abhangigen
Ansprichen.

[0011] Daserfindungsgemasse System bzw. das erfindungsgeméasse Verfahren wird nun an Hand von schematischen,
den Umfang der Erfindung nicht beschrankenden Zeichnungen von beispielhaften Ausfliihrungsformen im Detail erldutert.
Dabei zeigen:

Fig. 1  ein Schema eines zum Ausfiihren des erfindungsgemassen Verfahrens geeigneten, ersten Gerats bzw. Sy-
stems;

Fig.2 einen der Fig. 1 von EP 1 260 265 A1 entsprechenden senkrechten Langsschnitt durch eine Anordnung mit
einer Hybridisierkammer;

Fig. 3  eine der Fig. 2 entsprechende, schematische Ansicht einer Anordnung mit einer Hybridisierkammer, von unten
gesehen;

Fig. 4 einenderFig. 2 entsprechenden, senkrechten Langsschnitt durch eine Anordnung mit einer Hybridisierkammer,
Deckel des Systems aufgeklappt;

Fig. 5 einenderFig. 2 entsprechenden, senkrechten Langsschnitt durch eine Anordnung mit einer Hybridisierkammer,
Deckel des Systems geschlossen.

Fig. 6 ein Schema eines zum Ausfiihren des erfindungsgemassen Verfahrens geeigneten, zweiten Gerats bzw. Sy-
stems;

Fig. 7  eine schematische Ansicht einer besonderen, ersten Anordnung eines Deckels mit einer Hybridisierkammer,
von unten gesehen;
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Fig. 8 eine schematische Ansicht einer besonderen, zweiten Anordnung eines Deckels mit zwei Hybridisierkammern,
von unten gesehen.

[0012] Figur 1 zeigt ein Schema eines zum Ausflihren des erfindungsgemassen Verfahrens geeigneten Systems 1.
Auf der linken Seite dieses Schemas sind eine Anzahl Gefésse 2 fiir die Aufbewahrung von fliissigen Hybridisiermedien,
wie WaschflUssigkeiten (W 3, W 2, W 1), Prahybridisier-Puffer (V-P), Alkohol-Reinigungsflissigkeit (A-R), destilliertes
Wasser (A.D.), sowie einen Behalter 3 mit Inertgas (N2) dargestellt. Jedem dieser Gefasse 2 ist ein individuelles Ventil
4 vorgeschaltet, Uiber welches diese Medien den (auf der rechten Seite dargestellten) Hybridisierkammern 5 (S 1, S 2,
S 3, S 4) zugefiuhrt werden kénnen. Die das Ventil 4 umfassenden Medienleitungen 6 minden in eine Sammelleitung
7, die wiederum in eine Forderpumpe 8 miindet, der ein Belliftungsventil 9 vorgeschaltet ist. Diese Férderpumpe 8 saugt
Uber die Sammelleitung 7 flissige Medien aus den Gefassen 2 an und pumpt sie Uber die Verteilleitung 10 in die
Einlassleitungen 11, die Uber ein Einlassventil 12 in die Hybridisierkammern 5 miinden. Die Hybridsiermedien verlassen
die Hybridisierkammern 5 Uber eine Auslassleitung 13, welche je ein Auslassventil 14 umfassen und in eine Sammel-
leitung 15 einmiinden. Diese Sammelleitung 15 miindet ihrerseits in eine Abfallleitung 16, welche mittels eines Abfall-
ventils 17 verschliessbar ist. Die Verteilleitung 10 und die Sammelleitung 15 kénnen Uber eine Verbindungsleitung 18
und ein Verbindungsventil 19 miteinander kommunizieren. Von dieser Verbindungsleitung 18 zweigt eine Entlastungs-
leitung 20 mit einem Entlastungsventil 21 ab und miindet in einen Sammelbehalter 22 mit einer Be- bzw. Entliftungs-
6ffnung 23. Dem Sammelbehélter 22 nachgeschaltet ist eine Férderpumpe 24, die (iber eine Ubergangsleitung 25 mit
der Abfallleitung 16 verbunden ist.

[0013] Zum besseren Verteilen der Hybridisiermedien in den Hybridisierkammern 5 ist das System 1 mit einem Agi-
tationsmechanismus bzw. mit einer Agitationseinrichtung 32 ausgertistet, wie diese aus der europaischen Patentan-
meldung EP 1 260 265 A1 des Anmelders der aktuellen Patentanmeldung bekannt ist. Auf den Inhalt dieser Patentan-
meldung EP 1 260 265 A1 wird hier ausdriicklich Bezug genommen, so dass dieser Inhalt als Teil der vorliegenden
Patentanmeldung gilt.

[0014] Figur 2 zeigt einen der Fig. 1 von EP 1 260 265 A1 entsprechenden, senkrechten Langsschnitt durch eine
Hybridisierkammer 5. Der Deckel 26 dieser Anordnung ist gegeniber dem Objekttrager 27 bewegbar (hier um eine
Achse schwenkbar ausgebildet, so dass der Hybridisierraum 5 durch eine einfache Bewegung gedéffnet und geschlossen
werden kann. Eine ringférmige Dichtflache 28 dient zum Abschliessen des Hybridisierraums 5 durch Beaufschlagen
einer Oberflache 29 dieses Objekttragers 27. Diese Dichtflache 28 kann eine abgesetzte Oberflache des Deckels 26
sein, welche flach auf der Oberflache 29 des Objekttragers 27 liegt; alternativ dazu kann z.B. auch eine Lippendichtung
verwendet werden. Bevorzugt wird jedoch eine O-Ring-Dichtung als Dichtflache 28. Die Anordnung umfasst Leitungen
11,13 zum Zu- bzw. Ableiten von Medien in den Hybridisierraum 5 hinein bzw. aus dem Hybridisierraum 5 heraus. Solche
Medien kdnnen Reagenzien zum Durchfiihren der Hybridisierungsreaktion, wie z.B. Waschflissigkeiten oder Puffer-L6-
sungen, aber auch inerte Gase (wie z.B. Stickstoff) zum Trocknen der Hybridisierungsprodukte auf den Objekttragern
27 bzw. zum Ausblasen der Hybridisierkammern 5 und der Medienleitungen 11,13 sein. Diese Zu- bzw. Ableitungen
11,13 fur Hybridisiermedien miinden bevorzugt in je einen Agitationsraum 30, 30’. Die Anordnung umfasst zudem eine
verschliessbare Musterzufiihrung 31, durch welche von Hand RNA-enthaltende Fliissigkeiten oder andere Musterfliis-
sigkeiten zupipettiert werden kénnen. Die Musterzufiihrung 31 wird vorzugsweise mit einem Kunststoffpfropfen (nicht
gezeigt) verschlossen. Alternativ dazu kann eine automatische bzw. robotisierte Musterzufiihrung vorgesehen werden,
wie diese in unterschiedlichen Ausfiihrungsformen in EP 1 260 265 A1 offenbart sind.

[0015] Die Anordnung umfasst eine medientrennende Agitationseinrichtung 32 zum Bewegen von Flissigkeiten ge-
genuber auf der Oberflache 29 der Objekttrager 27 immobilisierten Proben von Nukleinsauren, Proteinen oder Gewe-
beschnitten. In der in Figur 2 gezeigten Ausfiihrungsform umfasst die Agitationseinrichtung 32 der Anordnung eine
Membran 33. Diese Membran 33 trennt einen Druckraum 34, der Uber eine Druckleitung 35 mit einem Druckfluid (Gas
oder FlUssigkeit) beflillbar ausgebildet ist, von einem Agitationsraum 30, der Gber eine Agitationsleitung 36 mit dem
Hybridisierraum 5 verbunden ist. Nach dem Erreichen des thermischen Gleichgewichtes der Anordnung, dem Zugeben
eines bestimmten Volumens an RNA-Musterflissigkeit und dem Verschliessen der Musterzufiihrung 31 wird tber die
Druckleitung 35 vorzugsweise Luft oder ein anderes Gas (es kdnnte aber auch eine Flissigkeit sein) stossweise in den
Druckraum 34 gebracht oder daraus abgelassen, so dass sich die Membran 33 im gleichen Rhythmus durchbiegt und
entsprechend den Agitationsraum 30 verkleinert bzw. vergréssert. Dadurch wird die Musterflissigkeit im gleichen Rhyth-
mus des Uber- bzw. Unterdrucks und Entspannens im Hybridisierraum 5 gegen das eine oder das andere Ende bewegt,
wo sich vorzugsweise an der gegen das Innere des Hybridisierraums 5 gerichteten Oberflache 37 des Deckels 26 je
ein Querstrémkanal 38,38’ befindet.

[0016] Diese Querstromkanale 38,38’ erleichtern einerseits das Querverteilen der in der Musterldsung enthaltenen
RNA-Molekiile. Dadurch wird bewirkt, dass die Musterflissigkeit bzw. die Waschflissigkeiten homogen Uber das ge-
samte im Hybridisierraum 5 anwesende Volumen verteilt werden. Zudem dienen die Querstromkanéle 38,38’ auch als
Flussigkeits-Reservoir, so dass bei der durch die in der Vorrichtung eingebauten Agitationseinrichtung 32 erzeugte
Pendelbewegung (geflllter Doppelpfeil) der Musterlésung nicht dazufiihrt, dass Teile des Hybridisierraums 5 unbeab-
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sichtigt trocken liegen.

[0017] Vorzugsweise ist ein zweiter, ebenfalls mit einer Membran 33’ versehener Agitationsraum 30’ (iber eine zweite
Agitationsleitung 36’ mit dem Hybridisierraum 5 verbunden. Wenn jetzt ein auf den Druckraum 34 abgegebener Druck-
stoss die erste Membran 33 in den ersten Agitationsraum 30 druickt, wird dieser Impuls Uber die erste Agitationsleitung
36 auf die Musterflissigkeit im Hybridisierraum 5 Ubertragen. Die Musterflissigkeit weicht etwas gegen die zweite
Agitationsleitung 36’ aus (kann diese sogar zum Teil fiillen) und erhéht den Druck im zweiten Agitationsraum 30’. Dadurch
biegt sich die zweite Membran 33’ nach oben und wird dabei elastisch gedehnt. Sobald der Uberdruck im Druckraum
34 nachlasst, federn beide Membranen 33,33’ in ihre Ruheposition zurlick und bewegen die Musterflissigkeit im Hybri-
disierraum 4 in die entgegengesetzte Richtung. Durch diese Pendelbewegung kann mit der gezeigten Anordnung eine
Musterflissigkeit mit einem minimalen Volumen (im Bereich von ca. 100 pl) in weniger als einer Minute praktisch
homogen im Hybridisierraum 5 verteilt werden. Vorzugsweise wird unmittelbar anschliessend an den Druckabbau im
Druckraum 34 ein Unterdruck im Druckraum 34 erzeugt, so dass die dem vorangehenden Druckstoss entgegengesetzte
Rickwartsbewegung der Musterflissigkeit im Hybridisierraum 5 noch verstarkt wird.

[0018] Figur 3 zeigt eine Draufsicht auf die Anordnung von Figur 2, von unten gesehen. Die O-Ring-Dichtung 28
begrenzt lateral den Hybridisierraum 5, der an seinen einander entgegengesetzten Enden je einen Querstrémkanal
38,38 aufweist, welche als Vertiefung in der Oberflache 37 des Deckels 26 vorgesehen sind. Der Objekttrager 27 (hier
ein Glasobjekttrager fiir die Lichtmikroskopie) und dessen Grifffeld 55 sind gestrichelt eingezeichnet. Klar ersichtlich ist
auch die Abdriickfeder 56, welche auf das Grifffeld 55 des Objekttragers 27 driickt. Beim Offnen des Hybridisierraums
5 erleichtert diese Abdriickfeder 56 die automatische Trennung des Objekttréagers 27 vom Deckel 26. Ebenfalls ersichtlich
ist die Linienfiihrung der Einlassleitung 11, der Auslassleitung 13 und der Druckleitung 35 sowie die Anordnung der
Agitationsrdume 30,30’ und der Musterzufiihrung 31. Die Agitationsleitungen 36,36’ und die Musterzufiihrung 31 miinden
in den Querstromkanalen 38,38’.

[0019] Alle Leitungen 11,13,35 zum Zu- bzw. Abfilhren von Medien miinden vorzugsweise in einer gemeinsamen
Anschlussebene 57 des Deckels 26, welche im Wesentlichen parallel zum Hybridisierraum 5 und vorzugsweise auf der
gleichen Héhe wie der Hybridisierraum 5 angeordnet ist. Die Miindungséffnungen der Leitungen 11,13,35 kénnen wie
gezeigt versetzt zu einander oder auf einer quer zu der Vorrichtung 1 verlaufenden Linie (nicht gezeigt) angeordnet
sein. Aussparungen (leere Pfeile, vgl. Fig. 2) reduzieren den Warmefluss von oder zu dem Deckel 26.

[0020] Die Druckleitungen 35, von welchen fiir jede der Hybridisierkammern 5 eine bestimmt ist, sind in Figur 1
gestrichelt dargestellt und gehen von einer Druckverteilleitung 39 aus. In diese Druckverteilleitung 39 miinden eine
Ausgleichsleitung 40 mit einem Ausgleichsventil 41, eine Uberdruckzuleitung 42 mit einem Uberdruckventil 43 und eine
Unterdruckzuleitung 44 mit einem Unterdruckventil 45. Der Uberdruck wird vorzugsweise mit einem kostengiinstigen
Gas (z.B. Luft) in einer Uberdruckpumpe 46 erzeugt, in einem Uberdruckbehélter 47 gespeichert und in die Uberdruck-
zuleitung 42 eingespeist. Der Unterdruck wird in einer Untererdruckpumpe 48 erzeugt, in einem Unterdruckbehalter 49
gespeichert und in die Unterdruckzuleitung 44 eingespeist.

[0021] Der Inertgasbehalter 3 ist tUber ein Gasventil 50 und eine Gasleitung 51 mit der Verteilleitung 10 verbunden,
welche Uber Einlassleitungen 11 und je ein Einlassventil 12 in die Hybridisierkammern 5 miinden. Mit Inertgas (z.B. mit
Stickstoffgas) kdnnen je nach Ventilstellungen alle Hybridisierkammern 5 (einzeln oder in Gruppen) via die Verteilleitung
10 und die Einlassleitungen 11 Gber die Auslassleitungen 13 und die Sammelleitung 15 ausgeblasen werden.

[0022] Werden nur das Gasventil 50, das Verbindungsventil 19 und das Entlastungsventil 21 gedffnet, so kann die
Verteilleitung 10 in den Sammelbehalter 22 ausgeblasen werden. Werden nur das Gasventil 50, das Verbindungsventil
19 und das Abfallventil 17 gedffnet, so kdnnen die Verteilleitung 10 und die Sammelleitung 15 tber die Abfallleitung 16
ausgeblasen werden.

[0023] Figur 4 zeigt einen der Fig. 2 entsprechenden, senkrechten Langsschnitt durch eine Anordnung mit einer
Hybridisierkammer 5, wobei der Klapprahmen 54 mit dem darin eingesetzten Deckel 26 des Systems 1 aufgeklappt ist.
Bevorzugt sind die Deckel 26 parallel zueinander und in einer Vierergruppe angeordnet, weil diese Anordnung gerade
ein Mass fir eine Kontaktplatte 53 des Temperaturkontrollthermostaten zulasst, auf welche ein Transportrahmen 52 in
der Grosse einer Mikroplatte mit vier parallel zu einander angeordneten Objekttrégern 27 passt.

[0024] Jede dieser Vierergruppen ist einer an ein Temperatursteuergerat angeschlossenen Kontaktplatte 53 zuge-
ordnet. Eine solche Kontaktplatte 53 ist somit zur flachigen Aufnahme der vier Objekttrager 27 eines Transportrahmens
52 ausgebildet. Der Rahmen 52 umfasst Langswéande, Querwande und im Wesentlichen parallel zu den Querwanden
verlaufende Zwischenwénde. Diese Wande umgeben Offnungen, welche den Rahmen 52 vollsténdig durchdringen,
wobei diese Offnungen den direkten Kontakt zwischen der Kontaktplatte 53 des Thermostaten und den Objekttragern
27 ermoglichen. Weil die Objekttrager 27 im Rahmen 52 sanft federnd gehalten sind und weil die Kontaktplatte 53 so
ausgebildet ist, dass der Rahmen 52 ihr gegeniber etwas abgesenkt werden kann, liegen die Objekttrager 27 direkt auf
der Oberflache der Kontaktplatte 53. Jede Vierergruppe einer Verfahrenseinheit umfasst eine um eine Achse 58 schwenk-
bare und gegentiber einer Grundplatte 59 verriegelbaren Klapprahmen 54 mit vier Sitzen, wobei in jeden dieser Sitze
ein Deckel 26 einlegbar ist. Jede solche Verfahrenseinheit umfasst zudem eine Anschlussplatte 60 zum dichtenden
Verbinden je einer Einlassleitung 11, Auslassleitung 13 und Druckleitung 35 des Systems 1 mit der Einlassleitung 11,
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Auslassleitung 13 und Druckleitung 35 eines Deckels 26. Als Dichtungen fur diese Verbindungen werden vorzugsweise
auf der Systemseite angeordnete O-Ringe bevorzugt (nicht gezeigt).

[0025] Figur 5 zeigt einen der Fig. 2 entsprechenden, senkrechten Langsschnitt durch eine Anordnung mit einer
Hybridisierkammer 5, wobei der in einen Klapprahmen 54 eingesetzte Deckel 26 des Systems geschlossen ist. Alle vier
Hybridisierrdume 5 einer durch eine Kontaktplatte 53 und einen solchen Klapprahmen 54 definierten Vierergruppe sind
somit der Temperaturkontrolle eines Temperatursteuergerats zugeordnet. Jede Vierergruppe einer Verfahrenseinheit
umfasst, wie oben beschrieben, eine um eine Achse 58 schwenkbare und gegentiber einer Grundplatte 59 verriegelbaren
Klapprahmen 54 mit vier Sitzen, wobei in jeden dieser Sitze ein Deckel 26 einlegbar ist. Um sicherzustellen, dass die
Deckel 26 planparallel zu den Objekttragern 27 platziert werden kénnen, weist der Klapprahmen 54 zudem noch ein
Mittelgelenk (nicht gezeigt) mit einer zur Achse 58 parallelen Beweglichkeit auf. Damit die Dichtungen 28 die Hybridisi-
errdume 5 zuverlassig abschliessen, wird tiber den Klapprahmen 54 ein zusatzlicher Druck auf die Deckel 26 ausgelbt,
dies kann Uber Schrauben, Kipphebel oder ahnliche bekannte Vorrichtungen (nicht gezeigt) bewerkstelligt werden.
[0026] Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis, dass mittels Erzeugen eines Uberdrucks in den Hybridi-
sierkammern 5 das spontane Auftreten von Luftblasen wahrend dem Hybridisieren verhindert werden kann. Dabei soll
der Kammer-Druck Gber dem in der Umgebungsluft herrschenden, normalen atmospharischen Druck liegen. Bevorzugt
wird ein Kammerdruck, der mindestens um 100 mbar bis maximal um 1.4 bar héher ist als der Umgebungsdruck. Selbst
héhere Driicke in der Kammer sind moglich, falls ihnen ein genligend grosser Anpressdruck zum Dichthalten der Kammer
entgegenwirkt.

[0027] Tatséachlich treten unter diesen Druckverhaltnissen wahrend der Hybridisierung keine Luftblasen mehr auf. Der
diesem Phanomen zu Grunde liegende Funktionsmechanismus ist nicht restlos aufgeklart. Es wird jedoch angenommen,
dass der erhéhte Druck einerseits die Diffusionsrichtung im Bereich der O-Ring-Dichtung 28 bestimmt bzw. definiert,
so dass keine Gasmolekiile der Umgebungsluft mehr in die Hybridisierkammer 5 diffundieren kénnen. Andererseits
findet auf Grund ihrer Druckabhangigkeit sicher auch eine Verschiebung der Phasengrenzen im Hybridisiermedium
statt, so dass die spontane Luftblasenbildung unterdriickt wird. Im Zusammenhang mit dieser Erfindung werden deshalb
alle Gasblasen im Hybridisiermedium - ungeachtet des Entstehungsprozesses in der Hybridisierkammer 5 - als "Luft-
blasen" bezeichnet.

[0028] Erfindungsgemass kann der verlangte Uberdruck in den Hybridisierkammern 5 mittels einer Fliissigkeit, wie
z.B. mittels eines von der Férderpumpe 8 in die Hybridisierkammern 5 gedriicktes Hybridisiermedium aus einem der
Gefasse 2 erreicht werden (vgl. Fig. 1). Falls ein diese Hybridisierkammer 5 umfassendes System 1 eine Agitationsein-
richtung 32 zum Bewegen der Hybridisiermedien gegeniiber den immobilisierten Proben aufweist, so umfasst dieses
System bevorzugt auch ein Federelement, welches den durch die Agitationseinrichtung 32 erzeugten Druckunterschie-
den federnd entgegenwirkt. Ein solches Federelement kann ein elastisches Rohrstlick (nicht gezeigt) in einer entspre-
chenden Zu- oder Ableitung zu der Hybridisierkammer 5 sein; es kann aber auch ein federnd beaufschlagtes Expansi-
onsgefass (nicht gezeigt) vorgesehen sein, welches Uber eine Leitung mit der Hybridisierkammer 5 verbunden ist.
[0029] Alternativ dazu kann auch Inertgas aus dem Behalter 3 in die Verteilleitung 10 und die Einlassleitungen 11
gedruickt und Uber je ein Einlassventil 12 der verlangte Druck in den mit Proben und Hybridisiermedien bereits gefiiliten
Hybridisierkammern 5 aufgebaut werden. Bevorzugt sind Inertgase wie N, (Stickstoff), die keine chemische Wechsel-
wirkung oder Reaktionen mit den Hybridisiermedien eingehen. Es kann zudem von Vorteil sein, wenn die Inertgase in
den Hybridisiermedien nicht I6slich sind. Zudem besteht die Méglichkeit, das aus einer Druckpumpe und einem Druck-
behalter (ahnlich wie bei den mit 46 und 47 bezeichneten Elementen in Fig. 1) stammende Gas in die Verteilleitung 10
einzuleiten. Nach dem Druckaufbau kénnen alle Ventile wieder geschlossen und die Hybridisierung durchgefiihrt werden.
Dabei dient das so aufgebaute Gaskissen, welches direkt mit dem fiir die Hybridisierung verwendeten Fliissigkeitsvo-
lumen in Verbindung steht, als Federelement zum federnden Entgegenwirken auf die Agitationsdruckunterschiede. Falls
dies, z.B. wegen eines minimalen aber konstanten Druckverlustes iber die O-Ring-Dichtungen 28, erforderlich sein
sollte, kann der verlangte Kammerdruck wahrend der zumeist viele Stunden dauernden Hybridisierung sporadisch
korrigiert oder erneuert bzw. konstant gehalten werden. Zu diesem Zweck kénnen wahlweise auch eines oder beide
der Ventile 12,14 (vgl. Fig. 1) offen gehalten werden.

[0030] Eine weitere Alternative (in den Figuren nicht dargestellt) besteht darin, eine Druckpumpe und einen Druck-
behalter (&hnlich wie die mit46 und 47 bezeichneten Elemente in Fig. 1) oder einen Gasbehalter (wie z.B. der N,-Behalter
3 in Fig. 1) mit der Sammelleitung 15 zu verbinden und den Druck in den Hybridisierkammern 5 iiber ein Offnen der
Auslassventile 14 aufzubauen. Eine zusétzliche Alternative zum Bereitstellen eines Gaskissens, das als Federelement
zum federnden Entgegenwirken auf die Agitationsdruckunterschiede dient, besteht darin, das aus einer Druckpumpe
und einem Druckbehélter (dhnlich wie die mit 46 und 47 bezeichneten Elemente in Fig. 1) oder aus einem Gasbehalter
(wie z.B. der N,-Behalter 3 in Fig. 1) stammende Gas in eine der Leitungen zu fiihren, welche in zumindest eine der
Verteilleitung 10 oder Sammelleitung 15 minden. Entsprechend kénnen eines oder beide der Ventile 12,14 (vgl. Fig.
1) offen gehalten werden.

[0031] Wird ein System 1 mit Anordnungen verwendet, welche (wie oben beschrieben) zwei Agitationsmembranen
33,33’ umfassen, so kann wahrend dem vorbereitenden Agitieren der Hybridisationsmedien in den Hybridisierkammern
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5 oder auch wahrend dem Hybridisieren selbst, die Agitationseinrichtung 32 verwendet werden. Dabei muss einfach
ein Agitationsdruck im Druckraum 34 erzeugt werden, der um ca. 0.5 bis 1 bar héherer ist als der gewlinschte Kammer-
druck von 100 mbar bis 1.4 bar Gber dem Umgebungsdruck. Der fir die Agitation aufzuwendende Druck bewegt sich
(je nach Umgebungsdruck) somit im Bereich von ca. 1.6 - 2.4 bar. Die zweite Membran 33’ bildet in diesem Fall ein
Federelement, welches diesem Agitationsdruck federnd entgegen wirkt.
[0032] Typischerweise wird eine Hybridisierung wie folgt durchgefiihrt:

a) Ausspllen von Luftblasen und Flissigkeitsresten aus der Verteilleitung 10 und der Sammelleitung 15. Zu diesem
Zweck werden nur die Ventile 4 (A.D.), 19 und 17 gedffnet und es wird mit der Férderpumpe 8 destilliertes Wasser
aus dem Gefass 2 (A.D.) Uber das Ventil 4 (A.D.) in die Verteilleitung 10 gepumpt. Das destillierte Wasser stromt
durch das Verbindungsventil 19 in die Sammelleitung 15 und von dort tiber das Abfallventil 17 in die Abfallleitung 16.
Gleichzeitig werden die Hybridisierkammern 5 aufgebaut. Dies geschieht durch das Auflegen von (vorzugsweise
in einem Transportrahmen 52 gehaltenen) Objekttragern 27 mit darauf immobilisierten Proben auf die Kontaktplatte
53 eines Thermostats, durch das Einsetzen von Deckeln 26 in den Klapprahmen 54 des Systems 1 zum Hybridisieren
von auf Objekttragern 27 immobilisierten Nukleinsdureproben, Proteinen oder Gewebeschnitten und durch das
Verschliessen der Hybridisierkammern 5 mittels Herunterklappen der Deckel 26 auf die Objekttrager 24 (vgl. Fig.
4 und 5). Dieses Herunterklappen verbindet die Enden der Einlassleitungen 11, der Auslassleitungen 12 und der
Druckleitungen 35 der Agitationseinrichtung 32 jeder einzelnen Hybridisierkammer 5 mit den entsprechenden Lei-
tungsenden des Systems 1. Vorzugsweise werden - entsprechend den vier in einem Transportrahmen 52 aufge-
nommenen Objekttragern 27 - vier Deckel 26 in einen Klapprahmen 54 eingesetzt.

b) Fillen und Thermostatisieren der Hybridisierkammern 5 mit Prahybridisier-Puffer. Zu diesem Zweck werden nur
die Ventile 4 (V-P), 12, 14 und 17 gedéffnet und es wird mit der Férderpumpe 8 Prahybridisier-Puffer aus dem Gefass
2 (V-P) tber das Ventil 4 (V-P) in die Verteilleitung 10 und von dort tber die Einlassventile 12 in die Hybridisierkam-
mern 5 gepumpt. Ein Teil des Prahybridisier-Puffers verlasst die Hybridisierkammern 5 (iber die Auslassventile 14
und die Sammelleitung 15 und gelangt lUber das Abfallventil 17 in die Abfallleitung 16. Dieser Vorgang verlangt
besondere Beachtung, weil hier zum ersten Mal Luftblasen in die Hybridisierkammern 5 eingeschleppt werden
kénnen.

c) Ausblasen der Verteilleitung 10 und der Sammelleitung 15. Zu diesem Zweck werden nur die Ventile 9, 19 und
17 gedffnet und es wird mit der Férderpumpe 8 Luft iber das Belliftungsventil 9 angesaugt und tiber die Verteilleitung
10, das Verbindungsventil 19 in die Sammelleitung 15 und von dort Giber das Abfallventil 17 in die Abfallleitung 16
gepumpt.

d) Probenzugabe in die Hybridisierkammern 5. Zu diesem Zweck werden nur die Ventile 14 und 21 geéffnet. Die
Proben werden mit einer Pipette Uiber die Musterzufiihrung 31 im Deckel 26 in die Hybridisierkammern 5 gepresst.
Dadurch wird ein entsprechendes Volumen Prahybridisier-Puffer aus den Hybridisierkammern 5 in die Auslassleitung
13 mit den gedffneten Auslassventilen 14 verdrangt. Dies wiederum verdrangt ein entsprechende Volumen Luft aus
der Sammelleitung 15. Diese verdrangte Luft stromt durch das gedffnete Entlastungsventil 21 in die Entlastungs-
leitung 20 und gelangt in den Sammelbehalter 22, den sie Uber die Entliftungséffnung 23 verlasst. Dieser Vorgang
verlangt besondere Beachtung, weil hier zum zweiten Mal Luftblasen in die Hybridisierkammern 5 eingeschleppt
werden kdnnen.

e) Gleichmassiges Verteilen der Hybridisiermedien in den Hybridisierkammern 5 und gegeniiber den auf den Ob-
jekttragern 27 immobilisierten Proben. Zu diesem Zweck sind zuerst alle Ventile geschlossen. Dann wird der Kam-
merdruck wie schon beschrieben erhéht und die Agitationseinrichtung 32 in Betrieb genommen.

Alle eventuell in den Hybridisierkammern 5 vorhandenen Luftblasen werden bei diesem Druckaufbau eliminiert.

f) Hybridisieren der Proben wahrend beispielsweise 17 Stunden. Wahren der Hybridisierung kdnnen die Medien in
den Hybridisierkammern 5 konstant oder intermittierend agitiert werden. Dieser Vorgang verlangt besondere Be-
achtung, weil hier Luftblasen spontan in den Hybridisierkammern 5 entstehen kénnen. Um dies zu verhindern, kann
der Kammerdruck wahrend der Hybridisierung korrigierend angepasst und konstant gehalten bzw. geméass einem
individuellen Programm verandert werden. Ein solches Programm kann das Erhéhen und Erniedrigen des Kam-
merdruckes in bestimmten Druck- und Zeitschritten definieren, so dass ein schonendes Hybridisieren der Proben
gewahrleistet ist, die eine solch spezielle Behandlung verlangen.

g) Waschen der hybridisierten Proben mit Puffern. Zu diesem Zweck wird zuerst der Kammerdruck auf Normaldruck
reguliert, indem die Auslassventile 14 und das Abfallventil 17 gedffnet werden. Darauf werden Waschflissigkeiten
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mittels der Férderpumpe 8 sequentiell und je nach Bedarf aus den Geféassen 2 durch die entsprechend getffneten
Ventile 4 in die Verteilleitung 10 und von da Uber die gedffneten Einlassventile 12 und die Einlassleitungen 11 in
die Hybridisierkammern 5 gepumpt. Die Waschflissigkeiten und Waschabfalle verlassen die Hybridisierkammern
5 Uber die Auslassleitungen 13 und die bereits gedffneten Auslassventile 14, werden in der Sammelleitung 15
zusammengefiihrt und durch das gedffnete Abfallventil 17 in die Abfallleitung 16 abgeflhrt.

h) Trocknen der hybridisierten Proben auf den Objekttrégern 27. Zu diesem Zweck werden nur die Ventile 12, 14
und 17 gedffnet. Darauf wird das Inertgasventil 50 gedffnet und die Verteilleitung 10, die Einlassleitungen 11, die
Hybridisierkammern 5, die Auslassleitungen 13 und die Sammelleitung 15 Uber das gedffnete Abfallventil 17 und
die Abfallleitung 16 mit Inertgas durchgesplilt bis die Proben trocken sind.

Anschliessend kdnne die fertigen Proben entnommen werden.

[0033] Alternativ zum eben beschriebenen Verfahrensschritt h) erfolgt das Trocknen der hybridisierten Proben auf
den Objekttragern 27, indem nur die Ventile 12, 14 und 21 gedffnet werden. Darauf wird das Inertgasventil 50 gedffnet
und die Verteilleitung 10, die Einlassleitungen 11, die Hybridisierkammern 5, die Auslassleitungen 13 und die Sammel-
leitung 15 Uber das gedffnete Entlastungsventil 21, die Entlastungsleitung 20, den Sammelbehalter 22 und die Entlif-
tungso6ffnung 23 mit Inertgas durchgesplilt bis die Proben trocken sind.

[0034] Bevorzugt wird auch eine alternative Ausfihrungsform des erfindungsgemassen Verfahrens, bei der auf die
zweite Membran 33’ der Agitationseinrichtung 32 verzichtet werden kann. Zu diesem Zweck muss ein anderes Medium
die Funktion dieses Federelements Gbernehmen. Dies wird dadurch erreicht, dass nach dem Einfillen aller an der
Hybridisierung teilnehmenden Proben und Medien in die Hybridisierkammern 5 alle Ventile geschlossen (vgl. Schritte
a-d) und darauf die Auslassventile 13 wieder gedffnet werden. Damit wird das mit Luft gefiilite Volumen der Sammelleitung
15 sowie der direkt anschliessende Teil der Abfallleitung 16 mit den mit Flissigkeit geflllten Volumina der Hybridisier-
kammern 5 verbunden. Die zwischen den geschlossenen Ventilen 17, 19 sowie 21 und den Musterflissigkeiten in den
Hybridisierkammern 5 eingeschlossene Luft ist elastisch komprimierbar und bildet nun das gewilinschte Federelement.
[0035] Alternativ kann der Schritt c) mit einem Inertgas (z.B. N,) ausgefiihrt werden: In diesem Fall kdnnen chemische
Wechselwirkungen zwischen dem gasférmigen Federelement N, und den Proben ausgeschlossen werden.

Physikalisches Ausfiihrungsbeispiel

[0036] In einer ersten Versuchsreihe wurde die physikalischen Grundlagen untersucht. Dazu wurden mehrere 100
Objekttrager ohne Proben bearbeitet. Die vorzugsweise aus einem Elastomer bestehenden O-Ring-Dichtungen 28 aus
z.B. Neopren, Silikon, gedrehtem PTFE, Polyethylen oder Viton verhinderten alle erfolgreich einen Flissigkeitsverlust.
Grundvoraussetzung ist selbstverstandlich, dass der Anpressdruck auf den Deckel 26, den O-Ring 28 und den Objekt-
trager 27 geniugend gross, d.h. deutlich hdher als der erzeugte Kammerdruck ist. Die verwendeten Hybridisierkammern
5 umfassten zwischen dem Deckel 26 und dem Objekttrager 27 eine Flache von 21 x 65 mm. Der Kammerdruck wurde
um 1 bar, d.h. um 10% N/mZ2 tiber den Normaldruck der Umgebung angehoben. Bei einer aktuellen, wirksamen Flache
von 13.65 cm?2 oder 1.365 x 103 m2 musste somit eine Kraft von mehr als 136.5 N bzw. von ca. 13.9 kp pro Hybridi-
sierkammer 5 aufgewendet werden, damit sich diese nicht spontan 6ffnen konnten. Es wird angenommen, dass auch
andere Dichtungsformen und Dichtungsmaterialien geniigen und einen Flussigkeitsaustritt verhindern, falls eine ent-
sprechend dem Uberdruck in der Hybridisierkammer 5 gewéhlte Schliesskraft auf den Deckel 26, die Dichtung 28 und
den Objekttrager 27 ausgelibt wird.

[0037] Wahrend beim Standardgerat SN22 im Laufe des Bearbeitens von Slides bzw. Objekttrégern mit hydrophoben
Oberflachen regelmassig Luftblasen zu beobachten waren, wurden beim erfindungsgemassen Prototypen keinerlei
Luftblasen festgestellt.

Biologisches Ausfiihrungsbeispiel

[0038] Zum Durchfiihren eines Beispiels einer erfindungsgemass unter erhéhtem Druck durchgefiihrten Hybridisierung
wurden zwei Systeme zeitparallel und unabhangig voneinander eingesetzt. Es handelt sich dabei um ein Standardgerat
des Anmelders (Tecan HS 400, Seriennummer 22; kurz SN22 genannt), welches bei Normaldruck betrieben wurde und
um einen erfindungsgemassen Prototypen (kurz PT3 genannt), der bei einem um 0.8 bis 1.0 bar erhéhtem Kammerdruck
betrieben wurde. Beide Gerate waren mit einem einander entsprechenden Agitationsmechanismus ausgerustet, wie er
grundséatzlich weiter oben beschrieben wurde. Diese Agitationseinrichtung 32 in SN22 wurde mit ca. 0.5 bar, diejenige
in PT3 mit einem Agitationsdruck von ca. 1.5 bar betrieben. Bei beiden Gerate wurde das Einhalten der genauen
Temperatur vorher Uberpriift; sie wurden (abgesehen von den erwadhnten, testbedingten Unterschieden) mit genau
gleichen Parametern (z.B. Temperaturen) betrieben. Dadurch wurde ermdglicht, dass von den erzielten Resultaten
direkte Rickschlisse auf die Ursachen gezogen werden konnten.
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[0039] Die Hybridisierungsprozedur (Pufferzubereitung, Musterinjektion, Programmdefinierung an den verwendeten
Hybridisier-Systemen) wurde gemass den technischen Instruktionen von Alopex (ALOPEX GmbH, Fritz-Hornschuch-Str.
9, D-95326 Kulmbach, Bundesrepublik Deutschland) durchgefiihrt. In die Hybridisier-Systeme SN22 und PT3 wurden
jeweils je zwei Objekttrager 27 eingesetzt und bei 43 °C bzw. bei 61 °C prozessiert. Von den folgenden bearbeiteten
Proben werden die Resultate besprochen:

43°C 43°C
HS 400 SN22 HS 400 PT3
Objekttrager #29, #31  Objekttrager #24, #27

61°C 61°C
HS 400 SN22 HS 400 PT3
Objekttrager #33, #34  Objekttrager #35, #37

Verwendet wurde ein Testkit "HybCheck" von Alopex mit der Kit-Chargennummer: 040524). Dieser Testkit dient zur
Uberpriifung der Hybridisier-Systeme und ist so ausgelegt, dass die Hybridisiertemperaturen vordefiniert sind und dass
die "OK" Signale nur bei exaktem Einhalten der vorgesehenen Temperaturen sowie der relevanten Testparameter in
Bezug auf Waschen, Agitieren und Trocknen abgegeben werden. Bei den auf den Objekttragern 27 immobilisierten
Proben handelt es sich hier um Oligonukleotide, deren Empfindlichkeit auf Temperaturdifferenzen bekannt ist.

[0040] Das ausgefiihrte Programm fiir jeden Probelauf lautet im Detail:

a) Zubereitung der "HybCheck Waschpuffer 1 und 2 It. Herstellerangaben;

b) Losen von lyophilisierten, fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden in 250 wl auf eine Hybridisiertemperatur (43 °C
bzw. 61 °C) vorgewarmtem HybCheck Puffer fir die Hybridisierung;

c) Einlegen von je 2 Objekttragern (mit je 6 Sub Arrays) auf Position 1 und 2 in das Hybridisier-System, Verwendung
der grossen Hybridisierungskammern (63,5 mm x 20 mm);

d) Schliessen der Hybridisierungskammern und Starten des Hybridisierungsprogrammes;

e) Hybridisierungsprogramm:

1. Erstes Waschen bei 43 °C bzw. 61 °C, Dauer 30 sec;

2. Injektion von 105 .l der Oligonukleotidldsung bei 43 °C bzw. 61 °C in jede Kammer;

3. Hybridisierung bei 43 °C bzw. 61 °C; bei starker Agitation und wahrend 60 min;

4. Waschschritt 1 bei 23 °C (Kanal 1) wahrend 30 sec; Absaugen wahrend 30 sec; 2 Wiederholungen;
5. Waschschritt 2 bei 23 °C (Kanal 2) wahrend 30 sec; Absaugen wahrend 30 sec; 2 Wiederholungen;
6. Trocknen der objekttrager wahrend 3 min bei 23 °C;

f) Nach Beendigung der Hybridisierung wurden beide Objekttrager herausgenommen und in einen Laser Scanner (Tecan
LS400) eingelegt;
g) Messeinstellung des Laser Scanners:

1. Scan Mode: einzelne Wellenlange
2. Laserwellenlange: 543 nm (griin)

3. Filterwellenlange: 590 nm

4. Gain: 165

5. Autofokus Modus: HS Autofokus, Ebene 1
6. Scan Resolution: 10 pm

7. Pinhole: klein

8. Oversampling Faktor: 1

h) Nach Messung im Laser Scanner wurden die erhaltenen Rohdaten ausgewertet wie folgt:
Hybridisierung bei 43 °C:

1. 6 Sub Arrays (6x9 Spots) auf einem Objekttrager (Microslide)
2. Perfect Match (PM) bei 43 °C: 24 Spots pro Slide (4 pro Sub Array)
3. Mismatch 1 (MM1) bei 43 °C: 24 Spots pro Slide (4 pro Sub Array)
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4. Mismatch 2 (MM2) bei 43 °C: 24 Spots pro Slide (4 pro Sub Array)

5. Negative Controls: 36 Spots pro Slide (6 pro Sub Array)

6. Von allen PM’s und MM1’s pro Microslide (24 Einzelwerte) wurde der Mittelwert, die Standartabweichung und
der CV berechnet. Dabei gilt: CV = (Standartabweichung/Mittelwert) x 100

7. Diskriminierung PM:MM1 (1:5) sowie Diskriminierung PM:MM2 (1:20) berechnet

8. Die CV-Wert und die Diskriminierungs-Werte als "OK" (falls CV (Uber ein ganzes Slide < 18%)
oder "failed" angegeben.

Hybridisierung bei 61 °C:

. 6 Sub Arrays (6x9 Spots) auf einem Objekttrager (Microslide)

. Perfect Match (PM) bei 61°C: 24 Spots pro Slide (4 pro Sub Array)

. Mismatch 1 (MM1) bei 61°C: 24 Spots pro Slide (4 pro Sub Array)

. Mismatch 2 (MM2) bei 61°C: 24 Spots pro Slide (4 pro Sub Array)

. Negativkontrollen: 36 Spots pro Slide (6 pro Sub Array)

. Von allen PM’s und MM1’s pro Microslide (24 Einzelwerte) wurde der Mittelwert, die Standartabweichung und
der CV berechnet. Dabei gilt: CV = (Standartabweichung/Mittelwert) x 100

7. Diskriminierung PM:MM1 (1:5) sowie Diskriminierung PM:MM2 (1:20) berechnet

8. Die CV-Werte und die Diskriminierungs-Werte als "OK" (falls CV uber ein ganzes Slide < 18%)
oder "failed" angegeben.

oo WN -

[0041] Die folgenden Ergebnisse wurden erzielt:

25

30

35

40

45
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55

43 °C / HS 400 SN22

[0042]
CV Perfect Match OK
CV Mismatch 1 OK
Diskriminierung Perfect Match and Mismatch1  OK
Diskriminierung Perfect Match and Mismatch2  OK
Spotqualitat OK
Negativkontrollen OK
Es wurde kein Gradient beobachtet

43 °C / HS 400 PT3

[0043]
CV Perfect Match OK
CV Mismatch 1 OK
Diskriminierung Perfect Match and Mismatch1  OK
Diskriminierung Perfect Match and Mismatch2 OK
Spotqualitat OK
Negativkontrollen OK

61 °C / HS 400 SN22

Es wurde kein Gradient beobachtet

[0044]
CV Perfect Match OK
CV Mismatch 1 OK
Diskriminierung Perfect Match and Mismatch 1 OK
Diskriminierung Perfect Match and Mismatch2 OK
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Tabelle fortgesetzt

Spotqualitat #33 failed, #34 OK
Negative Controls OK
Es wurde kein Gradient beobachtet

61°C / HS 400 PT3
[0045]

CV Perfect Match OK
CV Mismatch 1 OK
Diskriminierung Perfect Match and Mismatch1  OK
Diskriminierung Perfect Match and Mismatch2 OK
Spotqualitat failed
Negativkontrollen OK
Es wurde kein Gradient beobachtet

[0046] Die gezeigten Resultate belegen nicht nur, dass beide verwendeten Gerate sehr brauchbare Resultate liefern.
Vielmehr sind die in den beiden Geraten SN22 und PT3 erzielten Resultate (nach Temperaturen geordnet) einander so
ahnlich, dass ein Einfluss des erhéhten Druckes auf die Hybridisierung ausgeschlossen werden kann.

[0047] Das erfindungsgemasse Verfahren ist nicht auf den Einsatz in Hybridisierkammern beschrankt. Es kann auch
in anderen Geraten angewendet bzw. eingesetzt werden, um dort das Auftreten von unerwiinschten Luftblasen zu
verhindern. Solche Gerate oder Instrumente kénnen z.B. aus dem Bereich der Microfluidics-Technologie stammen, wie
etwa "Lab on a Chip" - Systeme.

[0048] Die Figur 6 zeigt ein Schema eines zum Ausfiihren des erfindungsgemassen Verfahrens geeigneten, zweiten
Gerats bzw. Systems. Dieses System 1’ unterscheidet sich von dem in Figur 1 dargestellten System 1 im wesentlichen
dadurch, dass jedem Deckel 26 zwei Hybridisierkammern 5A,5B zugeordnet sind. Diese beiden Hybridisierkammern
5A,5B kodnnen lber einem einzelnen Objekttrager mit beispielsweise zwei identischen DNA-Mikroarrays angeordnet
werden. Es kénnen aber auch zwei kleinere Objekttrager 27 eingesetzt werden, von welchen jedes mit dem einen Deckel
26 zusammen nur jeweils eine Hybridisierkammer 5 definiert (nicht gezeigt). Jede Hybridisierkammer 5A,5B wird von
der Verteilleitung 10 Uber je ein individuelles Einlassventil 12A,12B und je eine individuelle Einlassleitung 11A,11B mit
Flissigkeiten, wie Waschpuffer oder Hybridisiermedien versorgt. Somit kénnen alle Hybridisierkammern wahlweise
autark, d.h. unabhangig voneinander oder aber gemeinsam, d.h. simultan betrieben werden.

[0049] Um die in den beiden Hybridisierkammern 5A,5B unter jeweils einem Deckel 26 anwesenden Fliissigkeiten
gegeniiber den auf den Objekttragern immobilisierten Proben bewegen zu kénnen, verfiigt jeder Deckel 26 dieses
besonders bevorzugten Systems 1’ fur jede einzelne Hybridisierkammer 5A,5B Uber einen eigenen, mitje einer Membran
33 versehenen Agitationsraum 30. Dieser Agitationsraum 30 ist jeweils mit einer Agitationsleitung 36 mit der Hybridi-
sierkammer 5A,5B verbunden, wobei die Membran 33 den Agitationsraum 30 von einem Druckraum 34 trennt. Diese
Druckraume 34 werden Uber die Druckleitung 35 mit einem Druckfluid befiillt und sporadisch, z.B., pulsierend mit dem
Agitationsdruck beaufschlagt. In Figur 6 erfolgt die Beaufschlagung der Membranen 33 der Hybridisierkammern 5A,5B
in Serie, d.h. synchron. Dies hat den Vorteil einer vereinfachten Bauweise, bei der nach dem Uberdruckventil 43 keine
weiteren Ventile oder Steuerelemente in der Druckverteilleitung 39 oder in den zu den Druckrdumen 34 filhrenden
Druckleitungen 35 vorgesehen werden mussen. Es kann jedoch auch vorgesehen sein, dass jede Membran 33 mit einer
separaten Druckleitung 35 (parallel) unter Druck gesetzt wird (nicht gezeigt).

[0050] Die Auslasse 13A,13B eines Deckels 26 miinden in die Auslassleitung 13 desselben und werden, wie bereits
bei Figur 1 beschrieben, lber das Auslassventil 14 der Sammelleitung 15 zugefiihrt. Gemass einer bevorzugten Aus-
fihrungsform dieses Systems 1’ weist die Auslassleitung 13 einen vergrésserten Durchmesser auf und stellt so den
Raum bereit, in welche ein als Federelement dienendes Gaskissen Platz findet. Dieses Federelement steht - direkt Giber
eine durchgangige Fluidleitung, oder indirekt (durch ein Membran getrennt) - mit dem fir die Hybridisierung verwendeten
Flissigkeitsvolumen in Verbindung. Dieses Federelement wirkt federnd den durch die Agitationseinrichtung 32 auf den
Druckraum 34 ausgelibten Agitationsdruckunterschieden entgegen (ahnlich wie bereits im Zusammenhang mit Figur 1
beschrieben). Damit wird erreicht, dass der Kammer-Druck, der mittels einer Druckeinrichtung zum Verhindern von
Luftblasen in den Hybridisierkammern 5 aufgebaut wird, unabhangig von Agitationsdruckunterschieden Giber dem in der
Umgebungsluft herrschenden, normalen atmosphérischen Druck gehalten werden kann. Als Federelemente kénnen
auch Membranen dienen, welche direkt mit den Medien in den Hybridisierkammern 5 beaufschlagt werden, oder welche
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durch ein Flissigkeitskissen oder ein Gaskissen von diesen Medien getrennt sind. Ein Federelement - egal wie es
ausgebildet ist - ist vorzugsweise elastisch bzw. komprimier oder dehnbar ausgebildet und gleicht die Agitationsdruck-
unterschiede in den Hybridisierkammern 5 aus, so dass der Kammerdruck lber eine bestimmte Zeit, z.B. wahrend des
ganzen Hybridisiervorgangs, so weit tiber dem in der Umgebungsluft herrschenden, normalen atmosphéarischen Druck
liegt, dass sich im Hybridisiermedium keine Gasblasen bilden kdnnen.

[0051] Zusatzlich zum dort beschriebenen System 1, umfasst das hier vorgestellte, bevorzugte System 1’ eine Blas-
leitung 62, welche Uiber ein Blasventil 63 vorzugsweise gerade zu der Stelle fiihrt, wo der Auslass 13B in die Auslassleitung
13 mindet.

[0052] Mit dieser Blasleitung 62 wird wie folgt verfahren:

Zuerst wird jede Hybridisierkammer 5A,5B mit Waschpuffer gefiillt. Dabei werden die Einlassleitungen 11A,11B sowie
die Auslasse 13A,13B und die Auslassleitung 13 ebenfalls mit Waschpuffer geflllt. Nach dem Einpipetieren der Muster-
flissigkeiten werden die Musterzufiihrungen 31 und die Einlassventile 12A,12B wieder geschlossen. Die Auslassventile
14 bleiben gedffnet. Werden nun die Blasventile 63 gedffnet, so dringt Gas aus einem Kompressor oder einem Druck-
speicher Uber die individuellen Blasleitungen 64 in die Auslassleitungen 13 ein und verdrangt den Waschpuffer aus
diesen Auslassleitungen 13. Dieses Gas bildet dann das Gaskissen in der Auslassleitung 13. Durch deren vergrésserten
Durchmesser, weist das Gaskissen das notwendige Volumen auf, um erfolgreich als Federelement dienen zu kénnen.
Durch die beim Agitieren auftretenden Druckspitzen wird das Gas in den Auslassleitungen entsprechend komprimiert
und federt beim Nachlassen des Agitationsdruckes zurtick. Dadurch entsteht die gewiinschte Pendelbewegung der
Medien im den Hybridisierkammern 5. In dieser eben beschriebenen Ausflihrungsform kann das Federelement als Teil
des Agitationsmechanismus betrachtet werden; tatsachlich erlbrigt sich hier das Anbringen einer zweiten Membran 33'.
Ist allerdings der Querschnitt der Auslassleitung 13 zu klein, um den ganzen fiir die Federelement-Wirkung bendtigten
Raum zur Verfligung zu stellen, so kann erganzend doch eine zweite Membran 33’ (vgl. z.B. Fig. 1) vorgesehen werden.
[0053] Figur 7 zeigt eine schematische Ansicht einer besonderen, ersten Anordnung eines Deckels 26 mit einer
Hybridisierkammer 5, von unten gesehen. Der wesentliche Unterschied zu der in Figur 3 bereits gezeigten Ausfiihrungs-
form liegt hier in der Auslassleitung 13 mit dem vergrésserten Durchmesser, wodurch der Raum fir ein als Federelement
dienendes Gaskissen bereit gestellt wird. In diese Auslassleitung 13 mindet in der Nahe ihres Endes der individuelle
Auslass 13’ der Hybridisierkammer 5. In dem gleichen Bereich miindet auch die dieser Hybridisierkammer 5 zugeordnete,
individuelle Blasleitung 64. Alle Medienleitungen weisen je eine Anschlusséffnung auf, die in der gemeinsamen An-
schlussebene 57 des Deckels 26 liegt. Diese fiinf Offnungen sind bevorzugt auf einer Linie angeordnet, sie kdnnen aber
auch beliebig angeordnet sein. Alle anderen Teile entsprechen der Ausfiihrungsform von Fig. 3. In diesem Ausfiihrungs-
beispiel ist eine zweite Membran 33’ vorgesehen, welche einen zweiten Agitationsraum 30’ verschliesst. Die zweite
Membran 33’ dient in diesem Fall zur Unterstltzung des als Gaskissen in der Auslassleitung 13 angeordneten Feder-
elements. Der zweite Agitationsraum 30’ ist hier als geschlossener Raum ausgebildet und enthalt ein Gaskissen, welches
Uber die Membran 33’ zusammendriickbar und wieder expandierbar ausgebildet ist. Falls die Auslassleitung 13 ein
genuligend grosses Gaskissen bereitstellt, kann auf die zweite Membran 33’ und den zweiten Agitationsraum 30’ verzichtet
werden (vgl. Fig. 8).

[0054] Figur 8 zeigt eine schematische Ansicht einer besonderen, zweiten Anordnung eines Deckels 26 mit zwei
Hybridisierkammern 5A,5B, von unten gesehen. Wie die in Figur 7 gezeigte Ausflihrungsform, weist hier der Deckel 26
eine Auslassleitung 13 mit dem vergrdsserten Durchmesser auf, wodurch der Raum fiir ein als Federelement dienendes
Gaskissen bereit gestellt wird. In diesem Fall genligt der bereitgestellte Hohlraum, um die Wirkung als Federelement
zu garantieren, deshalb weisen beide hinter einander liegenden Hybridisierkammern 5A,5B keine zweite Membran 33’
und keinen zweiten Agitationsraum 30’ auf. Die beiden individuellen Auslasse 13A,13B miinden in diese Auslassleitung
13, wobei eine Miindung nahe dem Ende und die andere Miindung irgendwo in einem Mittenbereich der Auslassleitung
13 liegt. Die Agitation in den Hybridisierkammern 5A,5B wird Uber eine gemeinsame Agitationsleitung 35 betrieben.
[0055] Alternativ kann auch je eine individuelle Agitationsleitung zu den Agitationskammern 30 der beiden Hybridi-
sierkammern 5A,5B fuhren (nicht gezeigt). In diesem alternativen Falle kdnnte sich die Druckleitung 35 innerhalb des
Deckel verzweigen, so dass nur ein gemeinsamer Anschluss fir die individuellen Druckleitungen auf der gemeinsamen
Anschlussebene 57 des Deckels 26 notwendig ware. Es kdnnte aber auch vorgesehen sein, die beiden Hybridisierkam-
mern 5A,5B mit je einer individuellen und unabhangigen Agitationseinrichtung 32 zu versehen. Dies ware mit einer
zusétzlichen Druckleitung 42’ und Druckverteilleitung 39’ sowie mit einer, pro Hybridisierkammer 5A,5B Uber einen
zusatzlichen Anschluss in der gemeinsamen Anschlussebene 57 des Deckels 26 befiillbaren, individuellen Agitations-
leitung 35’ zu bewerkstelligen (nicht gezeigt).

[0056] Sinngemass kénnten auch mehr als zwei, z.B. drei Hybridisierkammern 5 pro Deckel 26 angeordnet werden.
Die Anzahl der Hybridisierkammern 5 pro Deckel 26 ist lediglich durch die Praktikabilitdt der Anordnung der dazu
notwendigen Zu- und Ableitungen, Dichtungen und Agitationsvorrichtungen limitiert. Dabei kann wahlweise ein einziger
Objekttrager 27 mehrere vorzugsweise mit einem Nukleotidarray versehene Bereiche aufweisen, so dass mit einem
unterteilten Deckel 26 (vgl. z.B. Fig. 8) mehrere Hybridisierkammern 5 pro Deckel 26 und Objekttrager 27 betrieben
werden kdnnen. Es kénnen aber auch kleinere Objekttrager 27’ vorgesehen sein, welche im wesentlichen gerade eine
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einzelne, kleinere Hybridisierkammer 5 definieren, so dass die mehrere Hybridisierkammern 5 pro Deckel 26, jedoch
auf mehreren Objekttragern 27 betrieben werden kénnen.

Patentanspriiche

1.

10.

1.

12.

System (1) mit Hybridisierkammern (5) zum Hybridisieren von auf Objekttragern (27) immobilisierten Nukleinsau-
reproben, Proteinen oder Gewebeschnitten, wobei jede Hybridisierkammer (5) als ein im wesentlichen spaltférmiger,
mit einer FlUssigkeit im wesentlichen beflllbarer Raum zwischen einem dieser Objekttrager (27) und einem Deckel
(26) definiert ist, wobei der Deckel (26) derart gegentiber dem Objekttrager (27) angeordnet ist, dass die Hybridi-
sierkammer (5) gegeniiber der Umgebungsluft abgedichtet ist, und wobei das System (1) eine Agitationseinrichtung
(32) umfasst, mit welcher Flissigkeiten in den Hybridisierkammern (5) gegenuber den auf den Objekttragern (27)
immobilisierten Proben bewegt werden kénnen, dadurch gekennzeichnet, dass das System eine Einrichtung zum
Verhindern von Luftblasen in den Hybridisierkammern (5) umfasst, welche als Druckeinrichtung zum Aufbauen
eines Kammer-Drucks in den Hybridisierkammern (5) ausgebildet ist, wobei dieser Kammer-Druck dadurch unab-
hangig von Agitationsdruckunterschieden tber dem in der Umgebungsluft herrschenden, normalen atmosphari-
schen Druck liegt, dass das System (1) zumindest ein Federelement umfasst, welches mit dem fir die Hybridisierung
verwendeten Flissigkeitsvolumen in Verbindung steht und federnd den durch die Agitationseinrichtung (32) auf den
Druckraum (34) ausgelibten Agitationsdruckunterschieden entgegenwirkt.

System (1) gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Druckeinrichtung zum Aufbauen eines Kam-
mer-Drucks in einem Bereich zwischen 100 mbar bis 1.4 bar iber dem normalen atmospharischen Druck in der
Umgebungsluft ausgebildet ist.

System (1) gemass Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Druckeinrichtung eine Druckquelle
(8,3) umfasst, welche Uber unter Druck setzbare Leitungen (9,51) mit den Hybridisierkammern (5) verbindbar ist.

System (1) gemass Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Druckquelle eine Férderpumpe (8) oder eine
Druckgasflasche (3) umfasst.

System (1) gemass Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass die unter Druck setzbaren Leitungen
(9,51) ein Verbindungsventil (19), eine Verteilleitung (10), eine Sammelleitung (15) sowie fir jede der Hybridisier-
kammern (5) ein Einlassventil (12) und ein Auslassventil (14) umfassen.

System (1) geméss Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die unter Druck setzbaren Leitungen (9,51) zudem
eine Abfallleitung (16) mit einem Abfallventil (17) und eine Entlastungsleitung (20) mit einem Entlastungsventil (21)
umfasst.

System (1) gemass einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Agitationseinrich-
tung (32) eine Uberdruckpumpe (46) und einen Uberdruckbehlter (47) umfasst, welche mit je einem Druckraum
(34) eines Deckels (26) verbindbar sind, wobei der Deckel (26) zudem eine Membran (33) umfasst, welche den
Druckraum (34) von einem Agitationsraum (30) trennt.

System (1) gemass Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Agitationseinrichtung (32) eine Unterdruck-
pumpe (48) und einen Unterdruckbehalter (49) umfasst, welche mit je einem Druckraum (34) eines Deckels (26)
verbindbar sind, wobei der Deckel (26) zudem eine Membran (33) umfasst, welche den Druckraum (34) von einem
Agitationsraum (30) trennt.

System (1) gemass einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass das Federelement
als eine im Deckel (26) angeordnete, zweite Membran (33’) ausgebildet ist.

System (1) gemass einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass das Federelement ein mit einer
Hybridisierkammer (5) wahrend dem Hybridisiervorgang in Verbindung stehendes Gaskissen ist.

System (1) gemass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass das Federelement als in der Auslassleitung
(13)im Deckel (26) angeordnetes, in Verbindung mit der Hybridisierkammer (5) stehendes Gaskissen ausgebildet ist.

System (1) geméass Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass das Federelement als in der Sammelleitung
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(15) zwischen dem Abfallventil (17), dem Verbindungsventil (19) und dem Entlastungsventil (21) angeordneter
Luftraum ausgebildet ist.

System (1) gemass einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass es Deckel (26) um-
fasst, die zwei oder mehr Hybridisierkammern (5A,5B) definieren.

Verfahren zum Verhindern von Luftblasen in den Hybridisierkammern (5) eines Systems (1) zum Hybridisieren von
auf Objekttragern (27) immobilisierten Nukleinsaureproben, Proteinen oder Gewebeschnitten, gemass welchem
jede im wesentlichen spaltférmige, zwischen einem dieser Objekttrager (27) und einem Deckel (26) angeordnete
Hybridisierkammer (5) mit einer Flissigkeit im wesentlichen gefiillt wird, wobei der Deckel (26) derart gegeniber
dem Objekttrager (27) angeordnet ist, dass die Hybridisierkammer (5) gegeniiber der Umgebungsluft abgedichtet
ist, und wobei das System (1) eine Agitationseinrichtung (32) umfasst, mit welcher Flissigkeiten in den Hybridisier-
kammern (5) gegeniber den auf den Objekttradgern (27) immobilisierten Proben bewegt werden kénnen, dadurch
gekennzeichnet, dass mit einer Druckeinrichtung dieses Systems (1) in den Hybridisierkammern (5) ein Kam-
mer-Druck ausgebildet wird, der dadurch unabhangig von Agitationsdruckunterschieden tiber dem in der Umge-
bungsluft herrschenden, normalen atmosphéarischen Druck liegt, dass das System (1) ein Federelement umfasst,
welches mit dem fiir die Hybridisierung verwendeten Flissigkeitsvolumen in Verbindung steht und federnd den
durch die Agitationseinrichtung (32) auf den Druckraum (34) ausgelibten Agitationsdruckunterschieden entgegen-
wirkt.

Verfahren gemass Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass ein Kammer-Druck erzeugt wird, der um minde-
stens 100 mbar bis maximal um 1.4 bar héher ist als der normale Umgebungsdruck.

Verfahren gemass Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass der Kammer-Druck mittels einer Flis-
sigkeit oder mittels eines Gases erzeugt wird.

Verfahren gemass Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die Flissigkeit zum Erzeugen des Kam-
mer-Drucks ein von einer Férderpumpe (8) in eine Verteilleitung (10) und Uber Einlassventile (12) gegen die Flis-
sigkeit in den Hybridisierkammern (5) gedriicktes Hybridisiermedium ist.

Verfahren gemass Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass das Gas zum Erzeugen des Kammer-Drucks
von einer Férderpumpe (8) Uber ein Belliftungsventil (9) angesogene Luft oder einin einem Behalter (3) gespeichertes
Inertgas ist, wobei dieses Gas uber eine Verteilleitung (10) und Uber Einlassventile (11) gegen die Flussigkeit in
den Hybridisierkammern (5) gedriickt wird.

Verfahren geméss einem der Anspriiche 14 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass in einem im Deckel (26)
angeordneten und gegeniber einem Agitationsraum (30) mit einer Membran (33) abgetrennten Druckraum (34) ein
Agitationsdruck aufgebaut wird, der um 0.5 bis 1 bar héherer ist als der gewiinschte Kammer-Druck

Verfahren gemass einem der Anspriiche 14 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass eine zweite, im Deckel (26)

angeordnete Membran (33’), oder ein mit einem Gas geflilltes Volumen einer Sammelleitung (15) oder einer Aus-
lassleitung (13) als Federelement verwendet werden, welches diesen Agitationsdruckunterschieden entgegen wirkt.
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