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(57) Abstract

The invention relates to a vacuum chamber comprising at least two
vacuum areas, wherein substances, specially liquids, are transported in a
targeted manner from one area to the other by creating an appropriate vacuum.
Using filter supports or carrier supports, it is possible to automatically
transport a liquid during a plasmid preparation through appropriate filter
carrier. The vacuum chamber is charged by an automatic gripper robot
and switched by a corresponding valve control device. By integrating the
vacuum chamber with its gripper robot and drive mechanism into a pipette
robot system, an automatic plasmid preparation, e.g. according to the Qiagen
protocol, is possible.

(57) Zusammenfassung

In einer Vakuumkammgr, die mindestens zwei Vakuumbereiche
aufweist, werden Substanzen, insbesondere Flussigkeiten, gezielt von einem
Bereich in den anderen durch Anlegen eines entsprechenden Vakuums
transportiert. Dadurch wird es mit der Verwendung von Filter- oder
Aufnahmetrigern mdglich, automatisch eine Fliissigkeit wihrend einer
Plasmidpréparation durch entsprechende Filtertriger zu transportieren. Die
Vakuumkammer wird von einem automatisch arbeitenden Greifroboter
beschickt und von einer entsprechenden Ventilsteuerung geschaltet.
Durch die Einbindung der Vakuumkammer mit ihrem Greifroboter und
der Ansteuerung in ein Pipettierrobotersystem ist eine automatische
Plasmidpréparation beispielsweise nach dem Qiagenprotokoll moglich.
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DIFFERENTIELLE VAKUUMKAMMER ZUM GERICHTETEN TRANSPORT EINER SUBSTANZ

Die vorliegende Erfindung betrifft eine vakuumkammer
sowie ein Vakuumsystem unter Verwendung der Vakuumkammer zum
gerichteten Transport einer Substanz, insbesondere einer
Fliissigkeit, und deren Verwendung in einer Vorrichtung zur
automatischen Plasmidprédparation.

In den vergangenen Jahren wuchs das AusmafBl der
Anstrengungen, die komplette Erbinformation ganzer Organismen
zw erhalten. Beginnend mit der Segquenzierung eines
Phagengenoms (Bakteriophage T7: 38000 Basenpaare,
Bakteriophage A: 48514 Basenpaare), Uber das Genom von

Escherichia coli (4.2 - 106 Basenpaare) bis hin zur Hefe

Saccharomyces cerevisiae (2.3 107 Basenpaare) als ersten

Vertreter der Eukaryonten steigerte sich die Anzahl der zu
sequenzierenden Basenpaare um das fast 600-~fache.
Mittlerweile ist das Erbgut des Menschen mit mehr als 3 - 109
Basenpaaren im "Human Genome Project" Ziel dieser
Anstrengungen geworden. Die enormen Mengen zu segquenzierender
DNA konnen mit den bisherigen Labormitteln und Laborpersonal
kaum bewdltigt werden. So sind neue Technologien gefragt, die
den Probendurchsatz in diesen Forschungsvorhaben bei
vertretbarem finanziellem Aufwand erheblich erhéhen kdnnen.
Dabei treten in der laufenden Entwicklung zwei sich
gegenseitig“beeinflussende Strategien zutage: namlich’
einerseits die Miniaturisierung der Laborabldufe und

andererseits die uniliberwachte Automatisierung bewadhrter
Laborprozeduren.

Bei der Miniaturisierung von Laborablaufen gibt es

miniaturisierte Elektrophoreseanalysatoren, in denen die
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Trennung von Biomolekiilen aufgrund ihrer Ladung und GroBe

ausgenutzt wird. Derartige miniaturisierte
Elektrophoreseanalysatoren werden mittels Mikrostrukturen in
Elektrophoresechips realisiert. Ferner gibt es
miniaturisierte PCR-Maschinen, wobeil bei der Polymerase-
Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction = PCR) bis zu 6
Kilobasen groBe DNA-Fragmente vervielfacht werden. Ferner
sind miniaturisierte Probenarrays und miniaturisierte
Detektionssysteme bekannt. Diese beschriebenen
miniaturisierten Elemente konnen zu grdfieren Einheiten
zusammengefaflt werden, so dafB man zZu einer kompletten
miniaturisierten Laboreinheit kommt.

Andererseits ist es zur Automatisierung eines Labors
nicht zwingend notwendig, die Routineverfahren zu
miniaturisieren. Es ist ebenfalls mdglich, ein Robotersystem
zu konzipieren, das die manuellen Tdtigkeiten des Menschen
ganz oder teilweise ersetzt, um eine Steigerung des
Probendurchsatzes zu erreichen. Die folgenden manuellen
Tatigkeiten sind typisch fir eine Laborprédparation (mit
besonderem Schwerpunkt auf Plasmidprédparation als
Vorbereitung zur PCR-Sequenzierung) und miissen durch
geeignete Roboter gewdhrleistet sein:

- Pipettieren

- Transport von Verbrauchsmaterial und Chemikalien

- Durchsaugen von Flussigkeiten durch Filter, Membranen,

durchlidssige Festkdrper o.a.

- PCR-Reaktion

Heutige Pipettierroboter lokalisieren auf einer
Arbeitsfldche normiertes Labormaterial an definierten
Positionen und ermdglichen so die Installation von erprobten
Laborprotokollen. Beispielsweise kdénnen auf diese Maschinen
{iber Hilfsroboter Mikrotiterplatten, Pipettenspitzen oder
Reservoirs fiur Pufferlédsungen usw. eingestellt, bzw. nach
Gebrauch wieder aus dieser Arbeitsstation entfernt werden. So
kénnen alle notwendigen Pipettierschritte zur Vorbereitung
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einer PCR- oder einer Plasmidprédparation abgearbeitet werden,

um dann das Produkt dieser Pipettierung zur weiteren

Pridparation Uber einen Greifroboter in eine entsprechende
Maschine einzustellen.

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) vervielfacht ein
DNA-Segment, wenn es zwischen zwei definierten Primerstellen
eingeschlossen ist. Werden gleiche Mengen an Primern
eingesetzt, dann entstehen lber die PCR doppelstrdngige DNA-
Kopien, wird hingegen ein Primer im UberschuB eingesetzt,
dann erhidlt man diesen UberschuB entsprechend einzelstrangige
Kopien der vervielfdltigten DNA. Sowohl einzelstrédngige als
auch doppelstridngige DNA kann zur Sequenzierung eingesetzt
werden. In sequenzierintensiven Projekten werden die zu
analysierenden DNA-Fragmente in Plasmide kloniert, die dann
zunidchst in einem auf Agar wachsenden definierten Raster von
Bakterienkolonien (Escherichia coli Blue) vorliegen. Auch das
anschlieBende Aufnehmen der Kolonien aus diesem Raster in
Kulturrdhrchen kann automatisiert werden. Die lebenden
Bakterienklone liefern dann lUber eine ca. 12 Stunden dauernde
Inkubationzeit (37 °C) geniigend Material, um in einer
Priparation die zur Sequenzierung notwendigen Plasmidkopien
zu gewinnen. Die Gewinnung derartiger gereinigter Plasmide
zur Sequenzierung wird beispielsweise durch die QIAWELL 96
Ultraplasmid-Reinigungsprozedur erreicht. In derartigen
Plasmidprdparationsverfahren treten Filtriervorgdnge auf, bei
denen eine Flissigkeit von einem Filter in mindestens einen
zweiten Filter gerichtet transportiert werden muB und durch
ihn entweder ebenfalls hindurchtritt oder einfach
kontrolliert aufgefangen wird.

L4

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, eine

Vorrichtung zu schaffen, in der gerichtete Substanzbewegungen
automatisch durchgefihrt werden konnen.

Diese Aufgabe wird durch den Gegenstand der Anspriliche 1,

32 und 34 geldst. Bevorzugte Ausgestaltungen der Erfindung
sind Gegenstand der Unteranspriiche. ) ’
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Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vakuumkammer zum
gerichteten Transport einer Substanz, insbesondere eines
Fluids, wobei in der Vakuumkammer ein permeables Mittel und
ein Auffangmittel eingesetzt sind, so daB3 mindestens zwei
unabhingig voneinander einstellbare Vakuumbereiche definiert
werden, nidmlich ein erster Vakuumbereich zwischen dem
permeablen Mittel und dem Auffangmittel und ein zweiter
Vakuumbereich zwischen dem Auffangmittel und dem Boden der
Vakuumkammer, und in den beiden Vakuumbereichen unabhéngig
voneinander Vakuum erzeugt werden kann, so daf die Substanz,
insbesondere die Flissigkeit, aus dem ersten permeablen
Mittel in das Auffangmittel gesaugt werden kann. Unter

Fluiden werden hier Gase, Flussigkeiten, Ddmpfe und Rauch
verstanden.

Vorzugsweise ist das zweite Mittel ebenfalls permeabel,
so daB das Fluid bzw. die Flissigkeit durch Anlegen eines
Vakuums an den zweiten Bereich durch das zweite Mittel in den
zweiten Bereich gesaugt wird. Im allgemeinen weist die
erfindungsgemdBe Vakuumkammer genau zwei Vakuumbereiche auf.
Es sind jedoch auch mehr als zwei Vakuumbereiche méglich,

falls beispielsweise mehrere Filterungen direkt nacheinander
vorgenommen werden sollen.

Ferner werden die permeablen Mittel durch Filtertréger
mit einer Vielzahl von Filterelementen gebildet, so daB
Fliissigkeit definiert von einem bestimmten Filterelement der
ersten Filtertrdgers in ein entsprechendes Filterelement des
zweiten Fi%;ertrégers transportiert werden kann und durch
diesen wiederum in den zweiten unteren Bereich der A
Vakuumkammer. Die Auffangmittel sind ebenfalls Auffangtréger
mit einer definierten Anzahl von Auffangelementen. Im Falle
eines Auffangtrdgers wird daher die Substanz, insbesondere
die Fliissigkeit, durch den ersten Filtertrdager in den
Auffangtrédger transportiert.
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Weiterhin besteht die Vakuumkammer aus einem Deckel und

einem Unterteil, wobei das Unterteil der Vakuumkammer einen
Absatz zur Aufnahme des unteren Filtertrdgers aufweist.
Ferner sind in den Seitenwdnden der Kammer Aussparungen fur
den Greifer des Roboters vorgesehen, um die Filterplatten
bzw. Filtertrdger automatisch einsetzen und entnehmen zu
kdnnen. Zur exakten Aufnahme und Flihrung der Filtertréger
bzw. Auffangtridgers weist das Unterteil der
Vakuumkammerfihrungslaschen mit korrigierenden Phasen auf.
Vorzugsweise haben die Flihrungslaschen zwei unterschiedliche
Phasenwinkel, wobei der erste Phasenwinkel ca. 30 ° und der
szweite Phasenwinkel ca. 0 ° - 2 ° betrdagt. Weiterhin kénnen
die Flihrungskanten der Wand, mit der die Filtertréger beim
Einsetzen in Berihrung kommen, abgephast sein. Vorzugsweise
weist der Deckel eine abgephaste Flihrungskante auf, so daB
der Deckel beim Aufsetzen an der Fihrungskante des Deckels
zentriert wird. Vorzugsweise betrdgt der Kantenphasenwinkel
30 °. Ferner weist der Deckel im Wandbereich Aussparungen fur

den Robotergreifer sowie eine Auflagefldche fir den oberen
Filtertradger auf.

Das Verdichtungsmaterial fir den oberen Filterhalter
weist vorzugsweise eine Hirte von ca. 20 Shore auf, wobel
ferner an der Verbindungsstelle Deckel/Unterteil die
Verdichtung aus einer Kombination O-Ring und elastischem
Dichtungsband gebildet wird, wobei der O-Ring mit ca. 60
Shore und das Dichtungsband mit ca. 30 Shore dichtet.
Weiterhin wird am unteren Filtertrdger iUber eine 60 Shore
harte Gummiauflage verdichtet.

Das Oberteil weist entsprechende Aufnahmen zum Aufnehmen
der Fihrungslaschen auf, so daB der Deckel mittels der

Fiihrungslaschen auf dem Unterteil zentriert wird.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform weisen die
Filtertriager N, wobei N insbesondere 96 betriagt,
schlotférmige Einzelfilter auf, die zu einem Filtertréger

verbunden sind. Dieselbe Situation liegt beim Auffangtréger
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vor. Ferner sind auf den entsprechenden vier Eckschldten der

beiden Filtertridger bzw. des Filter- und des Auffangtrédgers
Abstandshlilsen angebracht, die neben ihrer Funktion der
Definition des ersten Vakuumbereichs die vertikale Korrektur
von Fehlstellungen des unteren Filtertragers korrigieren,
indem sie in Zentrierschichte des Vakuumunterteiles
eingreifen. Die Abstandshilsen haben vorzugsweise eine
teilzylindrische Form, um das Vakuum auf die Eckschléte
einwirken zu lassen. Ferner koénnen die Abstandshilsen
angephast sein, so daB eine zusdtzliche Zentrierung der
Filtertridger beim Einsetzen erzielt wird. Ein Filtertréger
kann einstuickig aus einer Vielzahl Filterelemente bestehen,

oder auch aus einer Vielzahl einzelner Filterelemente
zusammengesetzt sein.

Vorzugsweise ist die Lidnge der Abstandshililsen derartig
gewdhlt, daB sich die AuslaBspitzen des oberen Filtertrdgers
innerhalb der Schlote des unteren Filtertrdgers bzw.
Auffangtridgers befinden, so daB ein kontrollierter Transport
der Fliissigkeit durch miteinander korrespondierende Schlote
oder Elemente erzielt wird. Vorzugsweise befinden sich die
AuslafBspitzen der Elemente des oberen Filtertrdgers 1,5 mm
innerhalb der entsprechenden Schlote der Filterelemente oder
Auffangelemente des entsprechenden unteren Tragers. Dadurch

wird ein Kontaminieren nicht korrespondierender Elemente
vermieden.

Vorzugsweise sind die Vakuumkammer und die
Abstandshiilsen aus Plexiglas entsprechender Stadrke gefertigt,
was eine oQtische Kontrolle zulaft. Zur industriellen
Herstellung kann die Vakuumkammer aus einem gegossenén
Kunststoff bestehen, was eine kostenglinstige Fertigung
ermdglicht. SpritzguBverfahren, Frasverfahren kénnen
ebenfalls verwendet werden.

In dem Unterteil der Vakuumkammer ist ein Absaugschacht
fir den ersten Vauumbereich und ein Absaugschacht flur den
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zweiten Vakuumbereich angeordnet. Durch den Absaugschacht des
zweiten Vakuumbereichs wird bei einer Filtration

durchtretende Flissigkeit direkt aus der Vakuumkammer
entfernt.

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung ein
Vakuumsystem mit mindestens einer Vakuumpumpe und einem
elektronisch geregelten Ventil flr den unteren Kammerbereich,
einem elektronisch geregelten Ventil f£fUr den mittleren
Kammerbereich, einem Ventil zur Zerstdrung des
Schleichvakuums im unteren Kammerbereich und einer zwischen
den Ventilen und dem Anschlufi an den unteren Bereich der
Vakuumkammer eingelassener Vakuumfalle zur Aufnahme des
Abfallvolumens. Dabei kann jedes Proportionalventil liber eine
eigene Ansteuerelektronik verfigen, die von der
Kontrollsoftware iliber ein Decodiergerdt von einem PC
angesteuert werden kann.

Weiterhin betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zur
automatischen Plasmidprdparation mit einem Vakuumsystem zur
Automatisierung eines gerichteten Substanztransports, einem
Pipettierroboter und einem Greifroboter, wobei der
Greifroboter die Filtertrdger nach der Pipettierung durch den
Pipettierroboter in die Vakuumkammer einsetzt und den Deckel
schliefit, sowie nach Filtrierung die Kammer 0ffnet und die
Filtertrdger entnimmt und der Weiterverarbeitung zufidhrt.
Eine derartige Vorrichtung wird vorzugsweise von einem
Rechner gesteuert. Es ist auch méglich, nur mit einem Roboter

zu arbeiten, der die Greif- und Pipettierfunktionen
Uberninmt.

Weiterhin weist die Vorrichtung einen Trockner fir
Filtertrdger auf, da beli einigen Praparationsverfahren der
letzte Prédparationsschritt ein Waschen mit Alkohol ist, so

dafl der an dem letzten Trdger anhaftende Restalkohol entfernt
werden muf.
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Vorteilhafterweise ist die Vakuumkammer Teil eines
groBeren Robotersystems, das zur Unterstiitzung aller gangigen
Pridparationsmethoden molekularbiologischer Verfahren
eingesetzt werden kann. Daher wurde ein modulares Design
verwirklicht, das es ermdéglicht, die apparativen Komponenten
der Vorrichtung zur automatischen Prédparation auf die
jeweilige Fragestellung einzurichten. Ferner ist das
eingesetzte Robotersystem nicht rickgekoppelt, was bedeutet,
daB keine visuelle oder andere sensorische Kontrolle iber den
aktuellen Ist-Zustand moglich ist. Daher miissen sich alle
beweglichen Komponenten des Systems an moglichst exakt
definierten Positionen befinden. Werden Komponenten durch
einen Roboterarm bewegt, dann ist es wichtig, daB sich diese
bewegten Komponenten bei ihrer erneuten Wiederaufnahme durch
den Roboter an genau definierten Positionen befinden. Die
Vakuumkammer ist zudem als Modul aus dem System entfernbar,
danit an ihrer Position andere Modulsysteme fir andere
Methoden eingesetzt werden kénnen. Daher richtet sich die
Plazierung aller Hilfssysteme fir die automatisierte
Prdparation am Pipettierroboter aus. Um daher wadhrend der
"Lernphase'" des Systems die aktuelle Position des
Greifroboters optisch kontrollieren zu kénnen, wird
vorteilhafterweise die Vakuumkammer aus Plexiglas oder einem
anderen durchsichtigen Kunststoff gefertigt. Es ist jedoch
auch ohne weiteres moglich, ein rilickgekoppeltes Robotersystem

zu verwenden, bei dem die Riuckkopplung durch Sensoren bewirkt
wird.

Durch die Verwendung des Vakuums ist es mbglich,
Flﬁssigkeig in zwei zeitlich wohldefinierten Schritten aus
einem Filter in beispielsweise einen darunter befindiichen
zweiten Filter zu transportieren, um durch diesen in den

untersten Bereich abgesaugt und entsorgt zu werden.

Die Erfindung, insbesondere die Vakuumkammer mit ihren
mindestens zwei voneinander unabhédngigen Vakuumbereichen ist
jedoch nicht auf den Fliussigkeitstransport in der-
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Filtrierphase einer Plasmidpraparation begrenzt. Andere
Anwendungen widren die Trennung von Gemischen, das Ausldsen
von Reaktionen, Herstellen von Adsorptionsvorgdngen durch
die, allgemein ausgedriickt, Automatisierung eines gerichteten
Substanztransports durch das Bereitstellen von mindestens
zwei unabhdngig voneinander einstellbaren Vakuumbereichen.
Dabei ist unter Substanz ein einzelner Stoff oder ein
Stoffgemisch in der Form einer Flissigkeit, Gas oder Rauch zu
verstehen. Ferner sind als permeable Mittel nicht nur
Filtertrdger einsetzbar, sondern die Verwendung
beispielsweise einer Arrays von miniaturisierten
Chromatographiesdulen ist ebenfalls moéglich, wodurch sich

noch ein zeitlich aufgeldster Substanztransport verwirklichen
l1aBt.

Bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung werden im
folgenden anhand der Zeichnungen erklart.

Fig. 1 zeigt das Schema eines Verfahrensablauf einer

Plasmidreinigungsprozedur entsprechend einem Protokoll der
Firma Qiagen,

Fig. 2 zeigt in perspektivischer Darstellung das
Unterteil der Vakuumkammer,

Fig. 3 zeigt in perspektivischer Darstellung den Deckel
der Vakuumkammer

Fig. 4 zeigt eine Explosionszeichnung der
erfindungsgeméafen Vakuumkammer,

L4

Fig. 5 zeigt eine in der Vakuumkammer verwendete
Zentrierlasche,

Fig. 6 zeigt eine Abstandshiilse in Langsdarstellung,
Querschnitt und SeitenaufriB,
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Fig. 7 zeigt einen Querschnitt der Vakuumkammer mit
eingesetzten Filtertrdgern und nicht geschlossenem Deckel,

Fig. 8 zeigt einen Querschnitt durch die Vakuumkammer
mit eingesetzten Filtertrdgern und aufgesetztem Deckel,

Fig. 9 zeigt eine Schemadarstellung des Ventilsystems,

Fig. 10 zeigt eine Schemadarstellung der gesamten

Vorrichtung zur automatischen Plasmidpréparation,

Fig. 11 zeigt eine Schemadarstellung des
Elektronikmoduls Vakuumkammer, und

Fig. 1 zeigt das Ablaufschema einer Plasmidprédparation
bzw. -Reinigung, wie dies beispielsweise seitens der Fa.
Qiagen eingesetzt wird. Im Schritt 1 werden die zu
analysierenden DNA-Fragmente in Plasmide kloniert, die dann
zunfdchst in einem auf Agar wachsenden definierten Raster von
Bakterienkolonie (Escherichia coli Blue) vorliegen. Die
lebenden Bakterienklone liefern dann liber eine ca. 12 Stunden
dauernde Inkubationszeit bei 37 °C genlgend Material, das
nach dem folgenden Schema gereinigt wird. Die nach dem
Zentrifugieren erhaltenen Pellets werden in den Rohrchen im
Schritt I wieder aufgeschwemmt und lysiert. Die Proben werden
jeweils in ein Filterelement eines Filtertrdgers (QIAfilter
96 (gelb)) im Schritt II pipettiert. In dem Filtertrédger des
Schritts II werden die Zellwdnde etc. im Filter
zurtickgehalten, widhrend die DNA-Strédnge durch die Flissigkeit
in die entqprechenden Schlote des nachsten Filtertrdgers im
Schritt III geschwemmt werden. In den Filterelementeh dieses
zweiten Filtertridgers (QIAwell 96 (weiB)) des Schritts III
adsorbiert die DNA an den Filtern, wdhrend die
Filterfliissigkeit nach unten flieRBt. Mit einer
Pufferfliissigkeit wird die DNA an den Filterelementen des
zweiten Filtertrdgers gewaschen und durch einen

Elutionspuffer in einen dritten Filtertrdger (QIAprep 96



WO 98/57746 PCT/EP98/03763

M
(blau)) im Schritt IV verbracht. Von dort wird die DNA bzw.

die Plasmide in einen Tradger bestehend aus Auffangelementen
im Schritt V eluiert. Diese in den einzelnen ROhrchen

aufgefangenen Plasmide kénnen auf eine PCR-Maschine gebracht
werden (nicht dargestellt), um einerseits die Kopienzahl der

DNA zu erhéhen und/oder andererseits eine PCR-Sequenzierung
durchzufihren.

Fig. 2 zeigt in perspektivischer Darstellung das
Unterteil 1 einer Vakuumkammer V, die dazu dient, Flissigkeit
von einem oberen Filtertrdger (nicht dargestellt) in einen
unteren Filtertrdger (nicht dargestellt) oder Auffangtrdger
(nicht dargestellt) zu transportieren. Dadurch kdénnen die
verschiedenen Filtrationsschritte II bis V des
Plasmidreinigungsverfahrens nach beispielsweise dem Qiagen-
Protokoll der Fig. 1 automatisch beispielsweilse unter
Verwendung eines Roboters ablaufen, wobei die Flissigkeiten
mittels Unterdruck von einem oberen in einen unteren

Filtertrdger bzw. durch diesen hindurch gesaugt werden.

Das Unterteil 1 der Vakuumkammer V, umfaft einen
Innenraum 2, der in einen Kammerbodenteil 3 und einen
Oberteil 4 unterteilt ist, wobei die Unterteilung durch einen
umlaufenden Sims 5 vorgenommen wird, auf den der untere
Filtertridger bzw. Aufnahmetrdger angeordnet wird. Durch
diesen Sims 5 ist der Querschnitt des Kammerbodenteils 3
geringfligig kleiner als der des Oberteils 4. Entlang des
Simses 5 ist wandseitig eine Nut 6 eingefréast, deren
Bedeutung spater erkldrt werden wird. Das Unterteil 1 weist
Absaugschédchte 7, 8 auf, wobei der Absaugschacht 7 zur
Absaugung des unteren Kammerbodenbereichs 3, dient, wdhrend
der Absaugschacht 8 Vakuum im oberen Vakuumbereich zwischen
dem oberen und unteren Filtertradger erzeugt. Zur
positionsgenauen Anordnung der Filtertrdger F1l, F2 in die
Vakuumkammer V sind im oberen Bereich des Unterteils 1
Fiihrungslaschen 9, 10, 11, 12 und 13 eingelassen, die uber
das Unterteil 1 herausragen. Ferner weist die obere

stirnflidche 14 des Unterteils 1 eine Nut 15 zur Aufnahme
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eines Dichtgummis 16 (nicht dargestellt) auf. Die

Fihrungslaschen 9 bis 13 sind mit korrigierenden Phasen
versehen, so daB eine Zwangsjustierung des Filtertrédgers F1,
F2 bei seinem Einsetzen vorgenommen wird. Um den Filtertrager
F1, F2 einsetzen zu konnen, sind in dem Unterteil 1 der
Vvakuumkammer in den gegenlberstehenden Seitenwdnden
Griffmulden 17, 18 und 19, in die Greiffinger einer
Roboterhand eingreifen, vorgesehen. Weiterhin weist das
Unterteil 1 korrigierende Phasen 20 an den Fihrungskanten der
Kammer auf, die mit dem Filtertradger bzw. an dem Filtertrager
befestigten Abstandshiilsen, in Kontakt kommen. Zur Fixierung
der Vakuumkammer V in dem Gesamtsystem sind Fixierbohrungen
21 vorgesehen. Filir eine Verwendung der Vakuumkammer V mit
anderen Filtertridgern oder anderen Filtersystemen weist der

Unterteil 1 der Vakuumkammer zusdtzlich in Ecken ausgefrédste
Zentrierschachte 22 und 23 auf.

Fig. 3 zeigt eine Ansicht des Deckels 30 der
Vakuumkammer V, und zwar in einer Ansicht von unten. Zum
Bewegen des Deckels 30 weist dieser ebenfalls Griffmulden 31,
32 und 33 fir die Robotergreifer auf. Weiterhin umfafit der
Deckel eine 30 ° Phase 34 an der Kante zur Aufnahme des
oberen Filtertrigers F1 (nicht dargestellt). Ferner ist im
Inneren ein Sims 35 als Auflageflédche fir den Filtertrédger F1
angeordnet, auf der der Filtertrdger Fl mittels eines
entsprechenden Dichtungsmaterials abgedichtet wird. Weiter
umfant der Deckel 30 eine Auflageflédche 36, die das
Gegenstlick zur Dichtstirnfldche 14 des Unterteils 1 bildet.
Im Deckel 30 sind entsprechende Aussparungen 37, 38, 39, 40
und 41 vorqesehen, in die die Fihrungslaschen 9 bis 13 des
Unterteils 1 beim Aufsetzen des Deckels 30 eingreifeﬁ und
diesen endgliltig justieren. Der Deckel 30 ist in der
bevorzugten Ausfihrungsform nach oben (in der Fig. 3 nach
unten) offen. Dies ist jedoch durch die spezielle Verwendung
der Filtertréager bedingt, die voraussetzen, daB auf der
Oberseite des oberen Filtertrédgers normaler Atmosphidrendruck
herrscht, um die Fllussigkeit durch das Druckdifferential
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zwischen duBerem Luftdruck und oberen Vakuumbereich durch die

Filterelemente zu transportieren. Bei anderen Anwendungen, Wwo
beispielsweise keine Dadmpfe in die Umgebung entweichen
dirfen, kann der Deckel 30 auch geschlossen sein.

Fig. 4 zeigt eine Explosionsdarstellung der Vakuumkammer
V bestehend aus dem Unterteil 1 und dem Deckel 30, wobei das
Unterteil 1 und der Deckel 30 mittels einer Dichtung 16, die
in der Nut 15 liegt, gegeneinander abdichten. Die Dichtung 16
driickt nicht direkt gegen die Dichtfldche 36 des Deckels 30,
sondern dazwischen befindet sich noch ein umlaufendes
Dichtungsband 42 mit einer Harte von 30 Shore. Eine Dichtung
43, die den unteren Filtertrdger (nicht eingezeichnet) gegen
den Sims 5 des Unterteils 1 abdichtet, ist lose auf den Sims
5 gelegt. Die Dichtung 43 des unteren Filtertré&gers F2 ist
vorzugsweise eine Gummiauflage mit einer Hdrte von 60 Shore.
Der obere Filtertrdger F1 wird Uber ein Dichtungsband 44
gegen die Dichtfldche 35 des Deckels 30 abgedichtet. Die
Hirte der Dichtung 44 betrdgt ca. 20 Shore.

Ferner sind Bolzen 45 dargestellt, mit denen die Vakuumkammer
V liber die Bohrungen 21 fixiert wird.

Fig. 5 zeigt eine zum Zentrieren verwendete
Filhrungslasche 9 bis 13 in Draufsicht, Seitenansicht und
perspektivischer Darstellung. Es ist zu erkennen, daB die
Fiihrungslasche 9 zwei voneinander unterschiedliche Phasen 50,
51 aufweist, wobei die erste Phase einen Winkel von ca. 30
und die zweite Phase einen Winkel von ca. 0 bis 5,
vorzugsweise 2 °, aufweist. Die in der Fig. 5 dargestellten
GroBenangaben sind in mm und die GréBe einer Flhrungslasche

baetrdgt 30 x 30 x 5 mm (Hohe x Breite x Dicke).

Fig. 6 zeigt die Abstandshiilsen 60 flir die Filterhalter
Fl, F2, die auf die jeweiligen &uBeren Eckschlote eines
Filtertridgers gesteckt werden. Diese Abstandshiilsen 60 dienen
einerseits zur endgliltigen Justage des unteren Filtertrégers

F2 und zum Definieren eines gewlinschten Abstandes zwischen
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dem oberen F1 und unteren Filtertrdger, um den oberen
Vakuumbereich VO zwischen den Filtertrdgern zum Durchsaugen
der Fliissigkeit aus dem oberen Filtertrdger in den unteren
Filtertrager zu schaffen. Wirden die Filtertrdger F1l, F2 in
der Vakuumkammer V auf einfache Weise Ubereinandergestellt,
so wiare es unmdglich, zwel getrennte Vakuumbereiche in der
Kammer V einzustellen. Die AuslaBstutzen mit Auslafispitzen 82
der Filterschldte 83 des oberen Filtertrigers F1 passen dicht
in die Filterschlote 81 des darunter befindlichen Trégers F2,
so daB ein sich im Zwischenbereich einstellendes Vakuum VO
nicht in der Lage widre, die sich in den Schldten des oberen
Filterhalters F1 befindliche Prédparationsflissigkeit
abzusaugen. Deshalb ist es notwendig, einen ausreichend
groBen Spalt, d.h. oberen Vakuumbereich VO, zwischen die
beiden Filtertrédger F1, F2 anzuordnen. Weiterhin ist es aus
praparationstechnischen Griinden unbedingt notwendig, ein
zufdlliges Verspritzen der abtropfenden Flissigkeit in
benachbarte Schldte des unteren Filtersystems F2 zu
unterbinden. Eine Kreuzkontamination von benachbarten Proben
widre sonst die Folge, was das Ergebnis der Pré&paration
unbrauchbar machen wirde. Daher wird der Abstand der beiden
Filtertrdger F1, F2 so bemessen, daB sich die AuslaBspitzen
82 des oberen Filtertrdgers F1l ca. 1,5 mm innerhalb der
Filterelemente 81 der Schlote des unteren Filtertrédgers F2
befinden. Um diesen Abstand und die Definition des ersten
Vakuumbereichs zu gewdhrleisten, werden daher zylinderfdrmige
Abstandshiilsen 60 eines definierten Radius auf die Eckschléte
gesteckt, wobei die Abstandshiilsen 60 aufgefrédst sind, d.h.
mit einem breiten Langsspalt 61 versehen sind, so daf auch
die Eckschldte ausreichend mit Vakuum beaufschlagt werden.
Zur Justierung des unteren Filtertrédgers F2 sind die
Stirnseiten 62 der Abstandshililsen 60 angephast. In einer
bevorzugten Ausfihrungsform ist die Abstandshiilse 60 31,5 mm
lang und weist einen Aufiendurchmesser von 11,4 mm auf, wobei
die HOhe des teilweise offenen Zylinders 7,8 mm betrdgt. Der
Innendurchmesser ist auf 9,2 mm festgelegt und die
stirnseitige Phase betrédgt 0,5 mm x 45 °. Dieser "45
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Phaseneinschnitt stellt den ersten mechanischen Kontakt zu

den entsprechenden Fithrungen des Unterteils 1 her. Uber die
Geometrie der Abstandshiilsen bewirkt die weitere
Abwiartsbewegung des Greifarms die notwendigen Korrekturen zur
exakten Aufnahme der Filtertradger Fl1, F2. Zwecks einfacher
Handhabung im Laborbetrieb sind die Abstandshiilsen 60 aus
einem Material gefertigt, das einerseits die flexiblen
Eigenschaften von Clipfedern hat, andererseits jedoch
ausreichende Chemikalienresistenz und Steifigkeit aufweist,
so daB die Abstandshiilsen 60 federnd auf die vier Eckschlote
der Filtertrager F1, F2 gesteckt werden kdnnen. Daher wurden
1,5 mm dicke Hiilsen 60 aus Plexiglas gewdhlt. Fir eine
industrielle Herstellung konnen diese auf 6konomische Weise
aus Plexiglasrohren hergestellt werden. Der zum Aufstecken
auf die vier Eckschlote notwendige Spalt 61 ist ausreichend
grof3, um das Einstellen des Vakuums dort nicht zu behindern.
Diese Abstandshiilsen koénnen auch an die Filtertrdger fest

angeordnet werden, beispielsweise in einem SpritzguBverfahren
0.4.

Fig. 7 zeigt die in dem Unterteil 1 der Vakuumkammer V
iibereinander angeordneten unteren und coberen Filtertréger F1,
F2, wobei die AuslaBspitzen 80 der einzelnen Filterelemente
81, die hier als Schlote ausgebildet sind, des unteren
Filtertrdgers F2 in den unteren Vakuumbereich VU der
Vakuunkammer V hineinragen. Die AuslaBspitzen 82 der
Filterelemente 83 des oberen Filtertrdgers F2 ragen in den
oberen Schlotbereich der Filterelemente 81 des unteren
Filtertridgers F2. Durch die entsprechende Wahl der
Abstandshiilsen 60, die auf dem unteren Filtertrdger F2
aufstehen, wird der obere Vakuumbereich VO definiert..
Dargestellt ist ferner der Deckel 30 vor dem Aufsetzen auf
das Unterteil 1, wobei das Unterteil 1 in seiner Dichtflédche
14 eine Nut 15 mit einem Dichtgummi 16 aufweist, die gegen
die Dichtung 42 der Dichtfldche 36 des Oberteils 30 dichtet.
Der obere Filtertrager F1 dichtet gegen die Dichtung 44 des
Obertreils 30. Seitlich in der Fig. 7 dargestellt sind
nochmals die beiden Filtertrdger F1 und F2 zu sehéh. Die aus
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den Filterelementen 81, 83 bestehenden Filtertrdger F1 und F2

kdénnen einstiickig ausgebildet sein. Es ist jedoch auch
noglich, daB beispielsweise mittels des Zusammensteckens
einzelner Filterelement 81 bzw. 83 lber entsprechende
Verbindungen ein Filtertrédger Fl, F2 sozusagen modular
aufgebaut werden kann. Ferner weisen die Filtertrédger Fl, F2
Seitenwande 84 auf. Dabei steht der untere Filtertrdger F2
auf der Dichtung 43 des Sims 5 des Unterteils 1 der
vVakuumkammer auf und bildet so den unteren Vakuumbereich VU,
der liber den Absaugschacht 7 entliftet bzw. die entleert
wird. Durch den Absaugschacht 8 wird das obere Vakuum VO
gebildet. Ferner sind die beispielhaft Griffmulden 31, 32 und
17 fir die Robotergreifer dargestellt. Die Griffmulden 31,
32, 17 sind nach oben mittels einer Phase ge&ffnet, um einen
besseren Zugang fiur den Roboter zu erreichen. In ihrem
Bodenbereich weisen sie eine Nut auf, so daB sich der

Robotergreifer in den Mulden 31, 32, 17 verspannen kann.

Fig. 8 zeigt dieselbe Situation wie Fig. 7, jedoch
nunmehr mit aufgesetztem Deckel, wobei zu erkennen ist, daB
der obere Filtertriger Fl mit der Dichtfldche 35 und einer
entsprechenden Dichtung 44 gegen das Oberteil 30 abdichtet.
Rechts dargestellt sind die Ubereinandergestellten
Filtertrdger F1, F2, wobei uUber die GrdBe der Abstandshllse
60 der obere Vakuumbereich VO definiert wird.

Das Einsetzen der in der Fig. 1 schematisch
dargestellten Filtertrdger Fl, F2 in die Vakuumkammer V und
ihre Komponenten entsprechend den Figuren 2 bis 6, wird

nachfolgend, unter Bezug auf die Figuren 7 und 8 erklart
werden.

Werden die Filtertrager Fl, F2 aus einem
Pipettierroboter PR (Fig. 10) in die Vakuumkammer V mittels
eines Greifroboters GR (Fig. 10) eingebracht, so koénnen sich
auf dem Verfahrweg geringfligige Lagednderungen ergeben.

Wiirden diese Veranderungen nicht behoben, so kame' es in -einem
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sensorisch nicht riickgekoppelten Robotersystem, wie es in

diesem Fall vorliegt, rasch zur mechanischen Katastrophe. Aus
diesem Grunde wird durch die Vakuumkammer V selbst beim
Einfiihren der Filtertridger F1, F2 elne mechanische

Zwangsjustierung vorgenommen.

wird das die Fliissigkeit auffangende Filter F2 (unteres
Filter) in die Vakuumkammer V eingestellt, so sind es die
Fithrungslaschen 9 bis 13, die den ersten mechanischen Kontakt
zum Unterteil 1 der Vakuumkammer V herstellen. Weil der
Filtertrdger F2 wahrend des Verfahrweges von der
Pipettierstation PR zur Vakuumkammer V geringfigige
Lagednderungen erfahren kann, dienen diese Fihrungslaschen 9,
10, 11, 12, 13 dazu, den Filtertrdger F2 wdhrend des
Einfiihrens in das Unterteil 1 der Kammer V in die
erforderliche Lage zuriickzubringen. Der in dieser bevorzugten
Ausfiihrungsform verwendete CRS 465 (Greifroboter GR) kann
vorgegebene Koordinaten nur dber eine im C500-Controller
berechnete "Spline-Funktion" einfahren. Deswegen ist es
notwendig, stets hinsichtlich der Spline~Funktion entspannte
Bewegungsabldufe vorzugeben. Somit ndhert sich der
Robotergreifarm mit dem Filtertrdger F2 zundchst mit
mittelhoher Geschwindigkeit einer Anndherungsposition ca.
1 cnm senkrecht {iber dem endgultigen Kontaktpunkt mit den
Fiihrungslaschen 9 -13 . Beim langsamen Absenken des
Filtertrdgers F2 wird der Kontakt an den Phasen 50, 51 der
Fliilhrungslaschen 9 - 13 erfolgen, wobei Fehlstellungen
zuniachst an den 30 Grad-Phasen 50, spdter an den 2 Grad-
Neigungen 51 der senkrecht zur Bewegungsrichtung
ausgerichteten Flédchen Uber die erzwungene Abwartsbewegung
des Greifarms ausgeglichen werden. Nach ca. 1 cm ist der
Filtertrdger F2 von den finf, im 2 Grad-Winkel sich nach
unten verjingenden Justierfl&dchen derart flankiert, daB
Fehlstellungen im horizontalen Bereich relativ zum Unterteil
1 der Vakuumkammer 1 in jedem Fall ausgeglichen sind. Nun
erst erfolgt die vertikale Justierung des Filtertragers F2 an
den Zentrierschéchten 22, 23 der Kammer. An den &duBleren vier

Eckschldten des Filtertrédgers sind Abstandshiilsen 60
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angebracht, die neben ihrer Funktion den oberen Filtertrager
F1 fir das Vakuum im oberen Bereich der Kammer V zugdnglich
zu machen, hier ihre zweite Funktion wahrnehmen, naémlich die
vertikale Korrektur von Fehlstellungen des unteren
Filtertrdgers F2. Hierzu befinden sich ebenfalls 30 Grad-
Phasen 62 sowohl an den Abstandshiilsen 60 als auch an den
Zentrierschichten 22, 23 des Vakuumkammerunterteils 1. Nach
ca. 2 mm Verfahrstrecke ist der Filtertrédger F2 durch die
Abwirtsbewegung des Roboterarms in korrekter Lage innerhalb
des Unterteils 1 der Vakuumkammer V positioniert. Das
Greifwerkzeug fadhrt dabei in die Griffmulden 17, 18, 19 des
Unterteils 1 ein. Etwa 1 mm oberhalb des endgiiltigen
Aufsetzpunktes wird der Filtertrager F2 vom Greifer des
Roboterarms geldst und setzt somit auf die auf den Sims 5 des
Unterteils 1 aufgelegte Abdichtung 43 auf.

Wird der obere Filtertrdger Fl1 tUber den Robotergreifarm
eingestellt, so wird dessen Zentrierung in &hnlicher Weise
liber die Fuhrungslaschen 9 - 13 bewerkstelligt. Die
Abstandshiilsen 60 richten den oberen Filtertrdger F1l parallel
zum bereits in dem Unterteil 1 befindlichen unteren Trédger F2
aus. Falls es dennoch zu einer Tehlstellung des oberen
Filterhalters F1 kommen sollte, wird diese durch die
besondere Konstruktion des Vakuumkammeroberteils 30
ausgeglichen. Wird der Deckel 30 der Vakuumkammer V aus einer
speziellen Parkposition vom Greifer des Greifroboters auf das
Vakuumkammerunterteil 1 aufgesetzt, so erfolgt der erste
Kontakt des Deckels 30 an den Fihrungslaschen 9 - 13 des
Unterteils 1. Diese haben flr diesen Zweck neben ihren 30
Innenphasen. noch kurze 45 ° AuBenphasen erhalten. Der Deckel
30 nimmt diese in speziellen Aussparungen 37 - 41 auf. Uber
die Abwidrtsbewegung des Greifers wird der Deckel 30 an den
Aussparungen 37 - 41 ausgerichtet. Nach ca. 0,5 cm ist der
Deckel 30 mechanisch so weit an dem Unterteil 1 der
Vakuumkammer V ausgerichtet, daB die zweite Funktion des
Oberteils 30 ausgerichtet werden kann, namlich die Korrektur
eines eventuell fehlplazierten oberen Filterhalters Fl1l. Zu
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diesem Zweck ist der Deckel 30 éﬁ den entsprechenden
Beriihrungszonen mit 30 ° Phasen 34 versehen worden. Die
Breite der Phase 34 ergibt sich aus der mdglichen
Fehlplazierung des Filterhalters F1. Weil die Toleranzen Uber
die Fiihrungslaschen 9 - 13 maximal 0,5 mm betragen konnen,
ist die Phase 34 am Deckel auf jeder Seite ca. 0,5 mm breit.
Dies gewdhrleistet ausreichende Toleranz in der Aufnahme des
Filtertragers Fl. Durch die Abwartsbewegung des Greifers wird
der Filterhalter F1 Uber die Phasen 34 des Deckels 30 in die

geeignete Position gezwungen, falls dies notwendig sein
sollte.

Die Verdichtung der zusammengesetzten Kammer V erfolgt
insgesamt an drei Stellen. Die unterste Zone verdichtet um
eine 60 Shore harte Gummiauflage. Die zweite Zone ist die
Nahtstelle zwischen dem Unterteil 1 und dem Deckel 30 der
Vakuumkammer V. Sie wird aus der Kombination O-Ring 16 (60
Shore) und elastischem (30 Shore) Dichtungsband 42 gebildet.
Die dritte Zone dichtet das obere Filter Fl1 gegen den inneren
Deckelbereich ab. Der Deckel 30 verfligt also Uber zwei
Auflagefldachen 35 ,36, die fir die Anbringung des
Dichtungsmaterials vorgesehen sind. Sie werden zu diesem
Zweck fertigungstechnisch angerauht.

Fig. 9 zeigt das zum Betrieb der Vakuumkammer notwendige
Ventilsystem. Ausgehend von einer Oldruckpumpe RD4 wird ein
Vakuumschlauch bei einer Y-Verbindung mit zwei elektronischen
Ventilen V1, V2 verbunden, die zur kontrollierten Einstellung
von zwei Vakuumbereichen in der Kammer dienen V, namlich dem
oberen Vakuumbereich VO zwischen den zwei Filtertrdgern F1,
F2 und dem unteren Vakuumbereich VU zum Absaugen der
Fliissigkeit aus dem unteren Filtertrdger F2. Das Ventil V2,
das fiur den oberen Vakuumbereich zusté&ndig ist, wird Uber
einen Vakuumschlauch direkt mit dem entsprechenden AnschluB 8
der Kammer V verbunden. Das andere Ventil V1, das die
Evakuierung des Bodenbereichs kontrolliert, ist Uber einen
Vakuumschlauch mit dem Entliftungsrohr einer Vakuumfalle F
verbunden. Die seitliche Olive der Falle F ist mit einer
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Schlauchverbindung an den AnschluB 7 des unteren Bereichs der
vakuumkammer V angeschlossen. Somit kann lUber diese Anordnung
das Abfallvolumen von ca. 500 ml aus dem System entnommen
werden. Zwischen der Vakuumfalle F und dem regelnden Ventil
v1 ist durch ein T-Stlck ein Entldftungsventil V3
angeschlossen, das eine wichtige Rolle beil der
Aufrechterhaltung des normalen Luftdrucks im unteren

Kammerbereich spielt. Dieses Ventil V3 stellt eine Verbindung
zum normalen Luftdruck her.

Die drei Proportionalventile V1, V2, V3 verfiigen lber
eine jeweils eigene Ansteuerungselektronik, die von der
Steuersoftware liber ein Decodiergerdt von einem PC
angesteuert werden kann. Das Decodiergerédt Ubernimmt
ebenfalls die Ansteuerung der Oldruckpumpe RD4, wodurch die
Steuersoftware auch dessen Aktivit&t kontrollieren kann. Die
Ventile V1, V2, V3 koénnen einfache Gasventile ohne besondere
Beschichtungen sein. Ihr Offnungs- und Schliefverhalten kann
iiber die Ansteuerungselektronik verdndert werden. So 6ffnen
sich die beiden Vakuumventile V1, V2 nach Erhalt ihres
Ansteuerungssignals linear lber einen Zeitraum von 2 Sekunden
zur voreingestellten Weite. Diese verzdgerte Offnung
verhindert ein zu raschen Evakuieren der Vakuumkammer durch
die angeschlossene Oldruckpumpe RD4. Die Steuersoftware
startet zundchst die 0ldruckpumpe RD4, welche daraufhin im
gesamten Zuleitungsbereich zu den Ventilen V1, V2 einen
Unterdruck erzeugt. Nach ca. 5 Sekunden wird von der
Steuersoftware, je nach Erfordernis des aktuellen
Pridparationsschrittes, der Impuls zur Offnung eines der
beiden Ventjle V1, V2 gesendet. Wirde sich dieses zu rasch
6ffnen, so konnte der entstehende Impuls das Filtersystem
oder die Vakuumkammer V beschddigen. Das Entluftungsventil
V3, das parallel zum unteren Vakuumbereich der Kammer V
angeschlossen ist, 6ffnet sich linear Uber eine Zeitspanne
von 0,1 Sekunden auf seine volle Weite. Es wird von der
Steuersoftware dann in vorgegebenen Zeitintervallen

aktiviert, wenn der obere Bereich der Vakuumkammer V
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evakuiert werden soll, der untergAhingegen normalen Luftdruck
aufweisen muf. Dies ist der Prdparationsschritt, bei dem
Flissigkeit aus den Schloten des oberen Filtertrdgers Fl1 in
den unteren F2 gesaugt wird. Hier muB ein sich
einschleichender Unterdruck méglichst rasch und effektiv aus
dem System genommen werden. Weil damit zu rechnen ist, dai
der Druckunterschied in diesem Fall klein ist, wird das
Ventil V3 rasch auf seine volle Weite gedffnet bzw.
geschlossen. Ein sich eventuell aufbauender Unterdruck im
Bodenbereich der Kammer V wird durch die h&ufige Entliuftung

auf diese Weise vernachlédssigbar klein gehalten.

wiahrend der Plasmidprdparation f&llt ein Abfallvolumen
von ca. 500 ml an, das aus dem unteren Bereich der Kammer V
abgefiihrt werden muB. Der Abfall besteht aus den zur
Prdparation notwendigen Chemikalien und den Zellresten der
Bakterien. Die Fliissigkeit ist also sowohl von ihrer
chemischen als auch von ihrer biologischen Beschaffenheit
nicht unbedenklich, so daB diese in einem entsprechend
gesicherten Behdltnis zwischengelagert werden muf, um nach
AbschluB3 der Praparationsarbeiten kontrolliert entsorgt
werden zu kénnen. Daher wurde die Vakuumkammer V im unteren
Kammerbereich mit einer Ansaugstelle 7 versehen, die Uber ein
Ableitungssystem an die Vakuumfalle VF angeschlossen ist. Das
wihrend der Prédparation im unteren Bereich anliegende Vakuum
sorgt dafir, daB anfallende Flissigkeit des unteren
Filtertrigers F2 sofort in die Vakuumfalle VF abgesaugt wird,
die gleichzeitig als Zwischenlager fungiert. Das fur das
untere Vakuum verantwortliche Steuerungsventil V1 ist aus
Kostengrinden mit einem Messingverschluf3l ohne besondere
Schutzauflagen ausgestattet. Wegen der Aggressivitédt der
Prédparationsfliissigkeiten wird dieses Steuerungsventil V1 vor
die Vakuumfalle VF gesetzt. Somit ist es auch moglich, eine
Vakuumfalle VF aus kostenglinstigem Material (PreBglas) zu
wahlen. Zur Erzeugung des Vakuums wurde eine Oldruckpumpe
(Modell RD4, Fa. Vakubrand) mit einem Saugvermdégen von
4,3 m3/h eingesetzt. Wird diese Oldruckpumpe aktiviert, dann
baut sich das Vakuum vor dem Ventil V1 und nicht in der



WO 98/57746 PCT/EP98/03763

2
vVakuumfalle VF auf, die sich bis zur Offnung des iuber die

elektronische Ansteuerung geregelten Ventils V1 unter
normalem Luftdruck befindet. Diese Ansteuerung ist dabei so
ausgelegt, daB sich das Ventil V1 Uber den Zeitraum von

1 Sekunde proportional 6ffnet, wodurch sich das Vakuum nicht
so schnell in der Falle VF aufbaut. Die Vakuumbelastung fur
diese Falle VF besteht also nur wdhrend der Zeit, in der die
Praparationsfliissigkeiten durch die Filtermaterialien bewegt
werden. Weil in dieser Zeit der schwdchste Punkt des Systems
die 0,7 mm dicke Plastikschale des Filtertrédgers Fl ist, der
direkt an den normalen Luftdruck angeschlossen ist, besteht
wahrend des gesamten Priaparationsvorganges keine Gefahr der
Implosion flir die Vakuumfalle. Selbst wenn eine Verstopfung
des Filtermaterials in allen Schloten des Filtertrdgers F1,
F2 stattfinden sollte, ist die Vakuumkammer V so konstruiert,
daB der untere Dichtungsgummi 43 als Sicherheitsventil
fungiert. Der Dichtungsgummi 43 wird aus seiner seitlichen
Phase in die Kammer V gezogen und das Vakuum reift lUber die
auf diese Weise entstandene Offnung zum normalen Luftdruck
hin ab. Somit ist auch eine Zerstdérung des Filtertrédgers F2
ausgeschlossen. Um die abzusaugende Flissigkeit méglichst
rasch aus dem unteren Kammerbereich zu entfernen, wurde die
Absaugdffnung 7 direkt am Boden der Kammer V angebracht.

Diese ist liber eine Bohrung direkt mit dem AbsauganschluB 7
verbunden.

Um geringfiigige Materialtoleranzen der Filter F1, F2
ausgleichen zu konnen und ein sicheres Schliefen der
Vakuumkammer V zu erreichen, weisen die Materialien der dreil
Dichtungen gie folgenden Eigenschaften auf:

Das Dichtungsmaterial des unteren Kammerteils 1 nuB ein
Material mittlerer Steifigkeit sein, im vorliegenden Falle
betragt die Hiarte 60 Shore. Dies gewdhrleistet, daB bei der
zyklischen Vernichtung des sich einschleichenden Vakuums aus
den oberen Kammerbereichen die Verdichtung des oberen

Filtertragers F1 gegen den Deckel 30 nicht gelést wird.

.~ -
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Das Dichtungsmaterial des ggckels 30 muB sehr weich und
elastisch sein (20 Shore). Dies gewdhrleistet eine
ausreichende Verdichtung des Deckels 30 gegen den oberen
Filtertrdger Fl1 sowie gegen der O-Ring 16 der unteren
Kammerhdlfte 1. Durch seine sehr elastische Eigenschaft ist
auch ein Ausgleich von Fertigungstoleranzen des Filtertragers
F1 mdglich. Die Fertigungstoleranzen der Filtertrdger F1l, F2
wirken zweifach: zum einen ist die Auflagehdhe des unteren
Filtertragers F2 betroffen, zum anderen auch die Abdichtung
des oberen Filtertridgers F1 gegen den Deckel 30.

Der O0-Ring 16 des Unterteil 1 dichtet die Kammer V gegen
das sehr weiche Dichtungsmaterial 42 des Deckels 30 ab. Der
0-Ring 16 hat dabei einen Durchmesser von 2 mm. Durch seine
kleine Auflageflidche ist somit ein wesentlich geringerer
Anprefdruck des Deckels 30 gegen den unteren Teil 1 der
Vakuumkammer V notwendig, um eine ausreichende Verdichtung zu
erreichen. So reicht das Gewicht des Deckels 30 zusammen mit
dem sich im Inneren der Kammer V aufbauenden Vakuum aus, um
den Deckel 30 mit den von ihm eingeschlossenen Filtertrager
Fl1, F2 dicht zu schlieBen. Dieser Punkt ist flr eine
unbeaufsichtigte Prédparation durch ein Robotersystem sehr
wichtig, weil ein sich nicht ordnungsgemdf aufbauendes Vakuum

eine Zerstdrung der gesamten Plasmidprédparation bedingt.

Ferner mufB auf ein gezieltes Absaugen der Flussigkeit
aus den oberen Filterelementen 83 in den darunter
angebrachten Filtertrdgern bzw. Auffangbehdlter F2 gelegt
werden. Die Fliussigkeit muBf in diesem unteren Filtertréger F2
liegenbleiben, ohne sogleich weiter in den Bodenbereich der
Kammer V durchgesaugt zu werden. Wenn sich das Vakuum. im
oberen Bereich der Kammer V bildet, dann wird zu dem
Zeitpunkt, zu dem noch keine Flissigkeit in dem unteren
Filtertriager F2 getropft ist, eine geringe Menge Gas durch
die unbenetzten Filtertrdger F2 nach oben steigen. Somit
bildet sich ein geringfiigiges Vakuum im unteren Bereich der
Kammer V. Nachdem nun alle Flussigkeit aus dem oberen

Filtertrdger F1 in den unteren gewechselt ist, wird sich im
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Deckelbereich der Vakuumkammer V normaler Atmosphdrendruck
einstellen. Dadurch wird der sich zu Beginn im Bodenbereich
der Kammer V gebildete Unterdruck einen Teil der sich nun in
dem unteren Filtertradger F2 befindlichen Fliussigkeit auf den
Boden der Kammer V durchsaugen. Um diesen Effekt zu
vermeiden, wird das Entluftungsventil V3 durch die
Softwareansteuerung in Intervallen gedffnet. Zu Beginn des
Entliiftungsprozesses erfolgt nach jeder Sekunde, nach ca.

10 Sekunden jeweils pro verstrichenen 5 Sekunden, eine
Volloffnung des Entliftungsventils V3. Die
Offnungsgeschwindigkeit des Ventils V3 ist dabei maximal.
Diese zyklische Entliftung des unteren Vakuumbereichs VU
wird, wahrend der obere Vakuumbereich VO an das Vakuum
angeschlossen ist, aus Sicherheitsgrinden stéandig
beibehalten. Bei uniiberwachten Roboterprdaparationen kénnte
eine Undichtigkeit im unteren Bereich der Kammer V zu einem
stidndigen Aufbau eines Unterdrucks fihren. Durch die
zyklische Ventilation des unteren Bereichs der Kammer V kann
dies ausgeglichen werden.

Fig. 10 zeigt eine Schemadarstellung des Gesamtsystems
zur automatischen Plasmidpréparation. Das System umfafit einen
Pipettierroboter PR (BIOMEK 2000), das Vakuumsystem mit der
Pumpe RD4, den Ventilen V1, V2, V3 der Vakuumfalle VF und der
Vakuumkammer V, einem Greifroboter GR (CRS 465), eine PCR-
Maschine PCR (PTC 225, MJ-Research), ein festes Regalsystem
RS fiir kritische Laborware (Hochsalzpuffer, S&uren etc.) und
ein Karussell K (d.h. ein drehbares Regalsystem fur Labware).
Ferner umfaBt das System noch einen Trockner T fir die
Filtertrager F1, F2. Zur Steuerung des Greifroboters GR ist
dieser an eine Risc-Workstation RS (C500) angeschlossén, die
liber eine serielle Schnittstelle S (vorzugsweise eine RS 232
Schnittstelle) von einem PC-Steuerungsrechner PC angesprochen
wird, der den gesamten automatischen
Plasmidpraparationsablauf Uberwacht. Die Anordnung des
Greifroboters GR ist derart, daB er Zugang zu den auf dem
Pipettierroboters PR angeordneten Filtertrdgern FIl, F2, -der
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Vakuumkammer V bestehend aus Untggteil 1 und Deckel 30, den
beiden Regalsystemen RS, K, dem Trockner T und der PCR-
Maschine PCR hat. Dabei hat der Deckel 30 der Vakuumkammer V
einen eigenen Ablageplatz. Der Prdparationsablauf des
Greifroboters GR, der mit einer dreifingrigen Hand
ausgeriistet ist, ist entsprechend dem Qiagenprotokoll wie
folgt: der Greifroboter GR entnimmt dem Karussell K einen
Filtertrdger F2 fir das untere Filter und setzt dieses 1in das
Unterteil 1 der Vakuumkammer V ein. Anschliefend entnimmt er
dem Pipettierroboter PR den oberen Filtertrdger F1, dessen
Schlote (Filterelemente 83) von dem Pipettierroboter PR mit
der entsprechenden Prédparationsfllissigkeit pipettiert wurden,
und setzt diesen auf das untere Filter F2 in das Unterteil 1
der Vakuumkammer V. AnschlieBend wird der Vakuumkammerdeckel
30 aufgesetzt und die Filtrierung, d.h. der Transport der
Flissigkeit durch die Filtertrdger F1, F2, wird durch Anlegen
eines entsprechenden Vakuums an den oberen bzw. unteren
Vakuumbereich durchgefiihrt. Nach Beendigung der Filtrierung
wird die Vakuumkammer V durch den Greifroboter GR automatisch
gedffnet und der oberste Filter F1l entfernt und entsorgt. Der
untere Filtertrdger F2 wird wieder in den Pipettierroboter PR
verbracht und mit der entsprechenden Praparationsfliissigkeit
gefiillt, wahrend der Greifroboter GR aus dem Karussell K
einen weiteren, als unteren Filtertrdger zu verwendenten
Filtertrager F2 fUr den né&chsten Filtrationsschritt entnimmt
und diesen als unteren Filtertrdger F2 in das Unterteil 1 der
Vakuumkammer V einbringt. Anschlieflend wird aus dem
Pipettierroboter PR der pipettierte Filtertrager entnommen
und als oberer Filter F1 in das Unterteil 1 eingesetzt und
die Vakuumkammer V verschlossen. Nach erfolgten
Fliissigkeitstransport wird die Kammer V wieder getffnet, der
obere Filtertridger F1 entsorgt und der untere Filtertrdger F2
wieder in den Pipettierroboter PR zum Einbringen der nédchsten
Praparationsfliissigkeit verbracht. Handelt es sich bei dem
niachsten Filtrationsschritt um den letzten, so entnimmt der
Greifroboter GR dem Karussell nunmehr einen Auffangtrager und
setzt ihn als unteren Trdger F2 in das Unterteil 1 ein.

AnschlieBend wird der entsprechende pipettierte filtertféger
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dem Pipettierroboter PR entnommen und als oberer Filtertrager

F1 in das Unterteil 1 eingebracht und die Vakuumkammer V wird
verschlossen. In dem nunmehrigen dritten Filterschritt wird
die reine DNA enthaltende Préparationsfliissigkeit in den
Auffangtrdger F2 gesaugt, und die Filtrierung nach dem
Qiagen-Protokoll ist fertig.

Zur Steuerung des Gesamtsystems bedarf es fir jede der
Einheiten eine spezielle Ansteuerung und Regelung. Mit
anderen Worten, fur jedes der Module des Gesamtsystems ist
eine eigene Ansteuerungssoftware vorgesehen. Alle
Ansteuerungsvorgiange sind innerhalb dieser Steuerungssoftware
geregelt und bedirfen keiner Ruckkopplung zum aufrufenden
System. Als Betriebssystem wird vorzugsweise Windows-NT
gewdhlt, da es uber ein stabiles prdemptives Multitasking
verfiigt, das auch phasenparallele Unterprogramme unterstitzt,

und es mdglich ist Verfahren der InterprozefBkommunikation
einzusetzen.

Fig. 11 schlieBlich zeigt das Blockschaltbild der
Steuerung des Moduls 70 der Vakuumkammer V. Das Modul 70
unfant die Untermodule "Ansteuerung Vakuumkammer" 71,
"Elektronik" 72, "Ventile" 73 und "Olpumpe RD4" 74, wobel das
Modul 70 von dem Modul "Aufrufender Roboter" 75 angesteuert
wird, d.h. die Ansteuerung der Vakuumkammer startet. In dem
Modul 70 werden drei Ventile V1, V2, V3 und eine
dldrucksaugpumpe RD4 von einem Computer PC angesteuert. Die
verwendeten Ventile V1, V2, V3 sind im interaktiven Zustand
geschlossen, da deren SchlieBer im Inneren des Ventils durch
eine Federegegen die Ventilabdichtung gedriickt wird.
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Patentanspriiche
1. Vakuumkammer (V) zum gerichteten Transport einer

Substanz,

dadurch gekennzeichnet, daf

in der Vakuumkammer (V) mindestens ein permeables Mittel
(F1) und ein Auffangmittel (F2) angeordnet sind, und

die Vakuumkammer (V) mindestens zwel unabhdngig
voneinander einstellbare Vakuumbereiche (VO, VU) aufweist,
wobei der obere Vakuumbereich (VO) durch den Raum zwischen
dem mindestens einen permeablen Mittel (F1l) und dem
Auffangmittel (F2) definiert wird, wadhrend der untere
vakuumbereich (VU) durch den Raum zwischen dem Auffangmittel
(F2) und dem Boden der Vakuumkammer definiert wird, und in
dem oberen und dem unteren Vakuumbereich (VO, VU) unabhédngig
voneinander ein Vakuum erzeugt werden kann, so daB die
Substanz durch das mindestens eine permeable Mittel (F1l) in
das Auffangmittel (F2) transportiert wird.

2. Vakuumkammer nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daB die zu transportierende Substanz ein Fluid, insbesondere
eine Fliissigkeit, ist.

3. Vakuumkammer nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, daB die Vakuumkammer (V) genau zwei
Vakuumbereiche (VO, VU) aufweist.

4, vVakuumkammer nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
daf das permeable Mittel (F1) durch einen Filtertréager
gebildet werden.

5. Vakuumkammer nach einem der vorangegangenen Ansprliche,
dadurch gekennzeichnet, daB das Auffangmittel (F2) ebenfalls
permeabel ist und durch einen Filtertrdger gebildet wird.



WO 98/57746 PCT/EP98/03763

30
6. Vakuumkammer nach einem der vorangegangenen Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daB die Vakuumkammer (V) einen Deckel
(30) und ein Unterteil (1) aufweist.

7. Vakuumkammer nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
daB das Unterteil (1) der Vakuumkammer (V) einen Sims (5) zum

Tragen des unten angeordneten Auffangmittels (F2) aufweist.

8. Vakuumkammer nach Anspruch 6 oder 7, dadurch
gekennzeichnet, daB in den Seitenwdnden des Unterteils (1)

Aussparungen (17, 18, 19) fiir den Greifer eines Roboters (GR)
vorgesehen sind.

9. Vakuumkammer nach einem der Anspriiche 6 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, daB das Unterteil (1) der Vakuumkammer (V)
Fiihrungslaschen (9, 10, 11, 12, 13) mit korrigierenden Phasen
(50, 51) flir das Einsetzen des permeablen Mittels (F1l) und
des Auffangmittels (F2) in das Unterteil (1) aufweist.

10. Vakuumkammer nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet,
daB die Fiihrungslaschen (9, 10, 11, 12, 13) zwei
unterschiedliche Phasenwinkel (50, 51) aufweisen.

11. Vakuumkammer nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet,
daB der erste Phasenwinkel (50) ca. 30 ° und der zweite
Phasenwinkel (51) ca. 2 ° betréagt.

12. Vakuumkammer nach einem der Anspriiche 6 bis 11, dadurch
gekennzeichnet, daB das Unterteil (1) eine mit einer Phase
versehene qplaufende Fiihrungskante (20) aufweist, mit der das
Auffangmittel (F2) und das permeable Mittel (F1) beim

Einsetzen in das Unterteil (1) der Vakuumkammer (V) in
Berihrung kommen.

13. Vakuumkammer nach einem der Anspriiche 6 bis 12, dadurch
gekennzeichnet, daB der Deckel (30) der Vakuumkammer (V) eine

mit einer Phase versehene Fiuhrungskante (34) aufweist, die
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mit dem oberhalb des Auffangmittels (F2) angeordneten
permeablen Mittel (F1) beim Aufsetzen des Deckels (30) auf
das Unterteil (1) in Berihrung kommt.

14. Vakuumkammer nach Anspruch 12 oder 13, dadurch

gekennzeichnet, daB der Phasenwinkel der Fiihrungskante (34)
30 ° betriagt.

15. Vakuumkammer nach einem der Anspriiche 6 bis 14, dadurch
gekennzeichnet, daf der Deckel (30) im Wandbereich

Aussparungen (31, 32, 33) fir den Greifer eines Roboters (GR)
aufweist.

16. Vakuumkammer nach einem der Anspriiche 6 - 15, dadurch
gekennzeichnet, daB der Deckel (30) eine Auflagefldche (35)
zum Abdichten des oberen Filtertrdgers (F1l) aufweist.

17. Vakuumkammer nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet,

daB das Verdichtungsmaterial fiir den oberen Filtertrdger (F1)
eine Hiarte von 20 Shore aufweist.

18. Vakuumkammer nach einem der Anspriiche 6 - 17, dadurch
gekennzeichnet, daf an der Verbindungsstelle Deckel/Unterteil
(30, 1) die Verdichtung aus einer Kombination O-Ring (16) und
elastischem Dichtungsband (42) gebildet wird, wobei der O-

Ring (16) mit 60 Shore und das Dichtungsband (42) mit 30
Shore dichtet.

19. vVakuumkammer nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet,
daB am unteren Filtertrdger (F2) Uber eine 60 Shore harte
Dichtung (43) gedichtet wird.

20. Vakuumkammer nach einem der Anspriiche 6 - 19, dadurch
gekennzeichnet, daB der Deckel (30) entsprechende Aufnahmen

(37, 38, 39, 40, 41) zum Aufnehmen der Fihrungslaschen
aufweist.
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21. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 6 - 20, dadurch
gekennzeichnet, daB ein Filtertrdger (F1, F2) eine Anzahl N
schlotformiger Filterelemente aufweisen, die zu einer
Filtertriger verbunden sind.

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet,
daB ein Aufnahmemittel (F2) N schlotférmige Aufnahmeelemente
aufweist, die zu den Filterelementen (81, 83) korrespondieren
und zu einem Aufnahmetrdger verbunden sind.

23. Vakuumkammer nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet,
dafl auf den entsprechenden vier Eckschléten der beiden
Filtertradger oder des Filtertrdgers und des Aufnahmetragers
(F1, F2) jeweils eine Abstandshiilse (60) aufgebracht ist, die
neben ihrer Funktion der Definition des Abstandes zwischen
beiden Trégern (Fl, F2) die vertikale Korrektur von
Fehlstellungen des unteren Tragers (F2) korrigieren, indem

sie in Zentrierschiachte (22, 23) des Unterteiles (1) der
Vakuumkammer (V) eingreifen.

24 . Vakuumkammer nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet,
daB die Abstandshiilsen (60) eine zylindrische Form haben,
wobei der Zylinder eine durchgehenden Spalt (61) in axialer

Richtung aufweist, so daB das Vakuum auf die Eckschlote
einwirken kann.

25. Vakuumkammer nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet,
daB die Abstandshiilsen (60) an ihren Stirnseiten (62)
angephast sind.

26. Vakuumkammer nach einem der Anspriliche 23 - 25, dadurch
gekennzeichnet, daf die Lange der Abstandshiilsen (60)
derartig gewdhlt ist, daB sich die AuslaBspitzen (82) des
oberen Filtertragers (F1) innerhalb der Schlote (81) des
unteren Tragers (F2) befinden.
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27. Vakuumkammer nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet,
daB die AuslaBspitzen (82) des oberen Filtertragers (F1)

1,5 mm sich innerhaldb der Schlote (81) des unteren Tragers
(F2) befinden.

28. Vakuumkammer nach einem der Anspriiche 23 - 27, dadurch
gekennzeichnet, daB die Abstandshiilsen (60) aus Plexiglas
sind.

29. vVakuumkammer nach einem der vorangegangenen Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daB die Vakuumkammer (V) aus
Plexiglas, Glas, Edelstahl o.d. entsprechender Stéarke
gefertigt ist.

30. Vakuumkammer nach einem der Anspriiche 1 -~ 28, dadurch
gekennzeichnet, daBf die Vakuumkammer (V) durch ein

SpritzguBverfahren oder Frasverfahren hergestellt wird.

31. Vakuumkammer nach einem der Anspriche 6 - 30, dadurch
gekennzeichnet, daf das Unterteil (1) der Vakuumkammer (V)
einen Absaugschacht (7) fir den unteren Vakuumbereich (VU)

und einen Absaugschacht (8) flir den oberen Vakuumbereich (VO)
aufweist.

32. Vakuumsystem mit

einer Vakuumkammer (V) nach einem der Anspriiche 1 bis
31,

mindestens einer Vakuumpumpe (RD4) und einem
elektronisch geregelten Ventil (V1) fir den unteren
Vakuumbereich (VU), einem elektronisch geregelten Ventil (V2)
fiir den oberen Vakuumbereich (VO) Kammerbereich und einem
Ventil (V3) zur Zerstdrung des Schleichvakuums im unteren
Vakuumbereich (VU) und einer zwischen den Ventilen (V1, V2,
v3) und dem Anschluf3 (7) des unteren Vakuumbereichs (VU)
angeordneten Vakuumfalle (VF) zur Aufnahme des
Abfallvolumens.



WO 98/57746 PCT/EP98/03763

3y

33. Vakuumsystem nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet,
daB jedes Ventil (V1, V2, V3) Uber eine eigene
Ansteuerelektronik verfiligt, die von der Kontrollsoftware tiber
ein Decodiergeridt von einem PC angesteuert werden kann.

34. Vorrichtung zur automatischen Plasmidprédparation mit
einem Vakuumsystem nach einem der Anspriche 32 oder 33, einem
Pipettierroboter (PR) und einem Greifroboter (GR), wobei der
Greifrobober (GR) die Filtertradger (F1, F2) nach der
Pipettierung durch den Pipettierroboter (PR) in die
Vakuumkammer (V) einsetzt und den Deckel (30) schliefBt sowie
nach Filtrierung die Kammer (V) O6ffnet und die Filtertrager

(F1, F2) entnimmt und der Weiterverarbeitung zufihrt.

35. Vorrichtung nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet,
daB die Vorrichtung von einem Rechner (PC) gesteuert wird.

36. Vorrichtung nach Anspruch 34 oder 35, dadurch
gekennzeichnet, daB die Vorrichtung weiter einen
Trocknereinheit (T) zum Trocknen der Filter- bzw.
Aufnahmetrager (F1, F2) aufweist.
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