(19)
Bundesrepublik Deutschland
Deutsches Patent- und Markenamt

(19 DE 600 10 657 T2 2005.02.10

(12) Ubersetzung der europiischen Patentschrift

(97) EP 1 148 946 B1
(21) Deutsches Aktenzeichen: 600 10 657.8
(86) PCT-Aktenzeichen: PCT/CA00/00119
(96) Europaisches Aktenzeichen: 00 903 455.4
(87) PCT-Verdéffentlichungs-Nr.: WO 00/47323
(86) PCT-Anmeldetag: 09.02.2000
(87) Veroffentlichungstag
der PCT-Anmeldung: 17.08.2000
(97) Erstveroffentlichung durch das EPA: 31.10.2001
(97) Veroffentlichungstag
der Patenterteilung beim EPA: 12.05.2004
(47) Veroffentlichungstag im Patentblatt: 10.02.2005

1) intct”- BO1L 3/00

C30B 7/00

(30) Unionsprioritat:
2261326 09.02.1999 CA

(73) Patentinhaber:
nextal biotechnologie Inc., Montreal, Quebec, CA

(74) Vertreter:
Kreutzer, U., Dipl.-Phys., Pat.-Anw., 47119
Duisburg

(84) Benannte Vertragsstaaten:
AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT,
LI, LU, MC, NL, PT, SE

(72) Erfinder:
VIOLA, Jean-Pascal, Quebec H1K 1L3, CA;
HOUDE, Christian, Quebec H3T 1E3, CA

(54) Bezeichnung: LABORVORRICHTUNG MIT VERSCHLUSSKAPPE UND KUVETTEN FUR KRISTALLZUCHTUNG

MITTELS DAMPFDIFFUSIONSVERFAHREN

Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europa-
ischen Patents kann jedermann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte europédische Patent Einspruch
einlegen. Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begriinden. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Ein-
spruchsgebihr entrichtet worden ist (Art. 99 (1) Europaisches Patentliibereinkommen).

Die Ubersetzung ist gemaR Artikel Il § 3 Abs. 1 IntPatUG 1991 vom Patentinhaber eingereicht worden. Sie wurde
vom Deutschen Patent- und Markenamt inhaltlich nicht gepruft.




DE 600 10 657 T2 2005.02.10

Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vor-
richtung zur Handhabung von molekularer und ma-
kromolekularer Kristallisierung. Im Einzelnen umfaf3t
die Vorrichtung einen Mulden- und Kappenaufbau
zum Zuchten von Proteinkristallen durch herkémmli-
che Dampfdiffusionstechniken. Die vorliegende Vor-
richtung ist dadurch besonders vorteilhaft, daR sie
das Vor-Beflllen der Mulde mit einer Loésung flr
Transport und Handhabung vor Verwendung durch
einen Techniker erleichtert.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Kristallographie ist ein ausgesprochen nitzli-
ches Instrument fiir Wissenschaftler und stellt daher
ein Forschungsgebiet dar, das viel Interesse erregt.
Es ist ein wirksames Mittel, das eine prazise und de-
taillierte Beschreibung der drei-dimensionalen Struk-
tur der Molekiile liefert und ist eine groRe Hilfe beim
Verstehen von deren Funktionen. Kristallographie
von Makromolekiilen wie Proteinen wird heute inten-
siv angewendet, sowohl wissenschaftlich als auch in-
dustriell.

[0003] Obwohl drei-dimensionale Strukturen von
einfachen Proteinen durch Kristallisationsverfahren
erhalten wurden, ist es nicht immer einfach, Kristalle
aus Makromolekilen zu erhalten. Zum Beispiel kon-
nen die bevorzugten Bedingungen fir die Kristallisa-
tion eines gegebenen Moleklls mehrere Hundert
wenn nicht Tausende von Versuchen erfordern. Da-
durch bedingt wurden Mittel und Verfahren entwi-
ckelt, um eine grofe Zahl von Versuchen relativ
schnell durchzufihren, einschlief3lich der Hangetrop-
fen- und Sitztropfenverfahren. All diese Verfahren
verwenden den Vorteil der Dampfdiffusion, um die
Kristalle zu erhalten.

[0004] Das Hangetropfenverfahren ist derzeit die
am meisten verwendete Technik zum Screening ver-
schiedener Kristallisationsbedingungen von Makro-
molekilen wie Proteinen. Es umfalt das Hangen ei-
nes Tropfens von ungefahr 2 bis 20 pl Lésung, die
das zu kristallisierende Makromolekil und ein Prazi-
pitationsmittel enthalt, Uber eine Prazipitationslo-
sung, wie herkémmliches Polyethylenglykol 20 %
oder Ammoniumsulfat 40 %, enthalten in einem Be-
halter oder einer Mulde. Das System wird dann her-
metisch verschlossen. Nach einer Weile erreicht die
Dampfdiffusion des Ldsungsmittels oder der Lo6-
sungsmittelmischungen zwischen dem Tropfen und
der Lésung im Behalter ein Gleichgewicht. Das End-
ergebnis ist eine Verringerung von Wasser im Trop-
fen und ein Anstieg der Konzentration des Makromo-
lekils und Prazipitationsmittels darin, folglich die
Kristallisation des Makromolekils unter optimierten

Bedingungen bewirkend. Die eigentliche Technik
zum Aufbau der Hangetropfen- oder Sitztropfenexpe-
rimente ist eine langwierige und schwierige Arbeit
und mufd durch qualifiziertes und erfahrenes techni-
sches Personal durchgefiihrt werden.

[0005] Ublicherweise wird ein kommerziell erhaltli-
ches Tablett, hergestellt aus einem inerten thermo-
plastischen Material, das eine Mehrzahl von Behal-
tern oder Mulden enthalt, vorbereitet und die Prazipi-
tationsldsung wird von Hand in jeden Behalter oder
Mulde gefiillt. Die Makromolekdilldsung wird dann auf
einer Glasplatte (Deckglas) mit dem Prazipitations-
mittel gemischt und das Ganze wird Gber den Mulden
umgedreht, so bewirkend dall die Makromolekiillo-
sung Uber der Mulde hangt. Bevor eine Glasplatte
Uber einer Mulde plaziert wird, wird der Rand jeder
Mulde eingefettet um einen dichten Verschluf3 zu ge-
wahrleisten. Sorgfalt muld angewandt werden, wenn
die Platte Gber jeder Mulde plaziert wird, da das Fett
die Makromolekullésung leicht kontaminieren kann.
Der Kristallisationsvorgang wird mit der Hilfe eines
Mikroskops verfolgt. Nachdem man den Kristall er-
halten hat, wird die Glasplatte entfernt. Dies muf} wie-
derum mit groRRer Sorgfalt erfolgen, um eine Kontami-
nation des kristallisierten Makromolekils mit Fett
und/oder Brechen der Glasplatte zu verhindern. Hin-
zu kommt, dal die Platten kaum fiir irgendein Expe-
riment wieder verwendbar sind, weil das Fett nur
schwer entfernbar ist und ein Teil davon auf den Plat-
ten verbleibt.

[0006] Ein Vorteil der Hangetropfen- und Sitztrop-
fenverfahren besteht darin, da® sie Screeningbedin-
gungen flr Kristallisation bereitstellen und tatsachlich
eine  Mikrokristallisationtechnik  darstellen. Die
Dampfdiffusion in dem hangenden oder sitzenden
Tropfen ermdglicht das Screening eines weiten Be-
reichs von Bedingungen und erfordert eine relativ ge-
ringe Menge an Makromolekilen. Des Weiteren er-
moglicht sie ein relativ klares Sichtbarmachen der Er-
gebnisse und die etwaigen Kristalle sind frei, d.h. sie
sind nicht an irgendeine Oberflache angeheftet oder
geklebt.

[0007] Typischerweise werden mehrere hundert Ex-
perimente bendtigt, um angemessene Kristallisati-
onsbedingungen flr die Herstellung von Kristallen
mit hoher Qualitat zu finden. Demgemaf sind Hange-
tropfen- und Sitztropfen-Experimente sehr arbeitsin-
tensiv und erfordern qualifiziertes und erfahrenes
technisches Personal. Zum Beispiel missen mehre-
re Absaug- und Auftragsschritte von Bestandteilen,
mehrere Einfettungsschritte usw. im experimentellen
Aufbau durchgefiihrt werden. Des weiteren muf} fur
jede Mulde ein einzelnes Deckglas von Hand umge-
dreht werden. Die Anzahl und Komplexitat der Schrit-
te kann daher eine unerwiinscht weite Schwankung
von experimentellen Ergebnissen hervorrufen.
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[0008] Wie oben angegeben, wird Ublicherweise
Fett verwendet um eine Dichtung zwischen der Mul-
de und dem Deckglas zu schaffen. Andere Wege
zum Abdichten des Systems sind vorgeschlagen
worden. Zum Beispiel kann Fett durch Immersionsol
oder ein Klebeband ersetzt werden. Wie beim Fett
weisen diese Dichtungsmittel ernsthafte Nachteile
auf. Fett kann nicht immer einfach um den oberen
Rand der Mulde aufgetragen werden und es ist eine
zeitaufwendige Tatigkeit. Techniker, die diese Tatig-
keit Tausende male wiederholen, leiden gelegentlich
an kérperlichen Schmerzen an ihren Handen. Andere
wichtige Probleme und Risiken sind beim Manipulie-
ren des Kristalls auf einem fettigen Deckglas vorhan-
den. Das Deckglas bricht manchmal wahrend des
Verfahrens, was eine Verletzung des Technikers be-
wirken kann, zusatzlich zum Verlust des Kristalls.
Das Immersionsél ist ebenfalls problematisch. Man
muB ein bestimmtes Olvolumen verwenden. Zuviel
Ol fiihrt zu einer Kontamination innerhalb der Mulde,
wahrend nicht genug zu einer nicht-hermetischen
Abdichtung flhren wird, was auf das Verdampfen der
Prazipitationslésung hinauslaufen kann. Ein Klebe-
band ermdglicht schnellere und einfachere Handha-
bungen, aber alle Experimente werden am Ende des
Versuchsaufbaus abgedichtet, so das experimentelle
Schwankungen zwischen dem ersten und 24ten
Tropfen eingefiihrt werden. Des Weiteren kleben
Kristalle oft an dem Band, was die Gewinnung des
Kristalls unmdglich macht, und die Tatigkeiten fir die
Gewinnung des Tropfens sind ebenfalls problema-
tisch.

[0009] Diese Bedingungen férderten die Roboteri-
sierung des Verfahrens. Einige automatisierte Kristal-
lisationsvorrichtungen existieren bereits. Die bekann-
te Cyberlab-200™ Vorrichtung verteilt Lésungen in
Mulden, fettet den oberen Rand jeder Mulde, gief3t
Tropfchen auf Deckglaser die von einem Vakuumarm
gehalten werden, und plaziert die Deckglaser Uber
die Mulden. Solch eine Vorrichtung weist jedoch im-
mer noch einige Nachteile auf, namlich einen kompli-
zierten experimentellen Aufbau und den betrachtli-
chen Verbrauch an Fett. Aulerdem ist eine solche
Vorrichtung extrem teuer.

[0010] Einschlagige Literaturstellen auf diesem Ge-
biet schlieRen ein US-A-2,366,886; US-A-3,107,204;
US-A-3,297,184; US-A-3,537,956; US-A-3,597,326;
US-A-3,649,464; US-A-3,692,498; US-A-3,729,382;
US-A-3,745,091; US-A-3,907,505; US-A-4,038,149;
US-A-4,154,795; US-A-4,495,289; US-A-4,917,707;
US-A-5,271,795;

US-A-5,419,278 beschreibt eine Dampf-Gleichge-
wichtsvorrichtung zum Zichten und Screening von
Proteinkristallen.

[0011] Es ware daher héchst wiinschenswert, eine
Vorrichtung zum Kristallisieren von Makromolekilen
zu entwickeln, die die obigen Unzulanglichkeiten

Uberwinden wirde. Eine solche Vorrichtung wirde
die Notwendigkeit von duReren Mitteln um die Mulde
und die Abdeckung abzudichten, wie Fett, Ol oder
Klebeband beseitigen, und ware vorzugsweise ein-
fach zu handhaben, entweder von Hand oder auto-
matisch. SchlieBlich wirde der Vorgang des experi-
mentellen Aufbaus der Vorrichtung stark erleichtert
und beschleunigt, wahrend gleichzeitig mdgliche
Kontaminationsrisiken der etwaigen Kristalle besei-
tigt wirden. SchlieBlich sollte eine solche Vorrichtung
fur verschiedene Kristallisationsverfahren wie Han-
getropfen- und Sitztropfenverfahren verwendbar
sein.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0012] GemaR der vorliegenden Erfindung wird eine
Vorrichtung gemaf Anspruch 1 und ein Verfahren ge-
maf Anspruch 20 bereitgestellt. Bevorzugte Ausfiih-
rungsformen werden in den abhangigen Ansprichen
beschrieben.

IN DEN ABBILDUNGEN

[0013] Fig. 1 zeigt eine perspektivische Ansicht auf
einen Kappen- und Muldenaufbau gemaR der vorlie-
genden Erfindung;

[0014] Fig. 2 zeigt eine Schnittansicht einer bevor-
zugten Ausfuhrungsform einer Kappe;

[0015] Fig. 3 zeigt eine perspektivische Ansicht ei-
nes Werkzeugs, das ausgebildet ist, um eine Kappe
anzubringen und von der Mulde zu entfernen;

[0016] Fig. 4 zeigt eine Schnittansicht des Werk-
zeugs von Fig. 3; und

[0017] Fig. 5, 6 und 7 zeigen andere Ausflihrungs-
formen des Kappen- und Muldenaufbaus gemaf der
vorliegenden Erfindung.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFIN-
DUNG

[0018] Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung eine kristallbildende Vorrichtung unter Verwen-
dung des Dampfdiffusionsverfahrens bereitzustellen.
Die Vorrichtung umfaft eine Mulde und eine durch-
sichtige Kappe, ausgestaltet um die Mulde zu ver-
schlieen und einen abgedichteten Raum zu bilden,
wobei die Mulde verschlossen wird, ohne das ein
Dichtungsmaterial wie Fett, Ol, Klebeband oder Ahn-
liches zwischen der Mulde und der Kappe zugefligt
werden mufs. Die Kappe wird aus durchsichtigem
Material hergestellt, um ein Untersuchen und Verfol-
gen des Kristallwachstums zu erméglichen, wie auch
die Handhabung des Kristalls unter einem Mikros-
kop. Die vorliegende Vorrichtung stellt daher einen
wichtigen Fortschritt bei Verfahren zum Zichten von
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Makromolekdlkristallen dar, insbesondere auf dem
Gebiet der Hange- und Sitztropfen.

[0019] Wegen seiner Einfachheit, kdnnen die Tatig-
keiten des Fllens der Mulden mit der Prazipitations-
I6sung, des Plazierens eines Tropfens der Makromo-
lekillésung auf der Kappe und des Abdichtens der
Mulde durch das in Position bringen der Kappe uber
der Mulde durch jeden kompetenten Techniker, nicht
nur durch erfahrenes Personal, erreicht werden.

[0020] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
Erfindung wird eine Mehrzahl von Mulden zusammen
geformt, zum Beispiel in einem Tablett, umfassend 4
Reihen von jeweils 6 Mulden, mit entsprechenden
Kappen, die darauf bereitgestellt werden. Das sich
ergebende Tablett und Kappen kénnen wahlweise
mit einem hydrophoben Agens, wie einem silikonisie-
rendem Agens, behandelt werden.

[0021] Wegen der Durchsichtigkeit der Kappe und
der unteren Oberflache der Mulde, kann die Kristalli-
sierung bei minimaler Handhabung verfolgt werden,
und ohne das Dampfgleichgewicht innerhalb jeder
Mulde zu stéren. Weiterhin ist das Sichtbarmachen
der Ergebnisse unter dem Mikroskop einfach, weil die
Kappe aus durchsichtigem oder durchscheinendem
(klarem) Material hergestellt ist.

[0022] Vorzugsweise ist das Material flir das Tablett
und die Kappe dasselbe und umfallt Materialien, die
bei angemessenen Kosten leicht geformt werden
kénnen. Das Material sollte fiir langere Zeitabschnitte
gegeniber den verschiedenen chemischen Produk-
ten, die in der Mulde und auf der Kappe vorhanden
sind, stabil sein. Das Material sollte vorzugsweise
kein Wasser absorbieren und von hoher optischer
Qualitat sein, um die das Arbeiten und Beobachten
unter einem Mikroskop zu erleichtern. Geeignete Bei-
spielsmaterialien schlielen verschiedene Thermo-
plastika wie Polystyrol, Polypropylen, Polycarbonat,
Polyacrylat, Polymethacrylat, Acrylnitrilstyrol-Copoly-
mere, Nitril-Acrylnitrilstyrol-Copolymere Polypheny-
lenoxid, Phenoxiharze, usw. ein, wobei das am
starksten bevorzugte Material Polystyrol ist.

[0023] Eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht
darin, eine kristallbildende Vorrichtung bereitzustel-
len, welche die Handhabung der Wachstumskristalle
unter dem Mikroskop ohne eine Ubertragung von der
Kappe ermdglicht, wo Losungen direkt, ohne jede
Ubertragung der Kristalle, in einer fettfreien Umge-
bung zugefiigt werden kénnen.

[0024] Ein weiterer wichtiger Vorteil der Vorrichtung
der vorliegenden Erfindung besteht darin, daf® sobald
eine Serie von Experimenten vervollstandig ist, das
Tablett wiederverwendet werden kann, einfach durch
Nehmen einer anderen Serie von Kappen, die einen
Tropfen einer Lé6sung enthalten, welche ein zu kristal-

lisierendes Makromolekil enthalt, und erneutes An-
bringen der Kappen uber den Mulden. Des weiteren
kann eine gegebene Kappe von seiner urspringli-
chen Mulde entfernt und auf einer anderen verriegelt
werden, welche eine andere Prazipitationslésung
enthalt.

[0025] Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zum
Bilden von Kristallen eines Makromolekils, wobei
das Verfahren die Schritte umfalt des Eingebens ei-
ner Prazipitationsldsung in eine Mulde; Bilden eines
Tropfens in einer Kappe, enthaltend Verriegelungs-
glieder zum Verriegeln der Kappe uber der Mulde;
und Verriegeln und Abdichten der Mulde. In einer be-
vorzugten Ausfiihrungsform wird vorzugsweise ein
Ring, hergestellt aus einem elastomeren Material wie
Polypropylen, einem Ethylen-Polypropylen-Copoly-
mer, Teflon™, usw., zwischen der Kappe und der Mul-
de bereitgestellt. In einer weiteren, bevorzugten Aus-
fuhrungsform kann die Mulde im voraus befallt und
fest abgedichtet werden, so dal ein Tablett dem
Techniker "Fertig-zum-Gebrauch" bereit gestellt wird.

[0026] Wegen der Ergonomie der vorliegenden Er-
findung, ist die Kappe leicht in Eingriff zu bringen, so
dal} kein Bedarf fir besondere handwerkliche Ge-
schicklichkeit besteht, im Vergleich zu der Verwen-
dung von herkédmmlichen, dinnen, zerbrechlichen
Mikroskopdeckglasern. Das Vorhandensein eines
Hohlraums in der Oberflache der Kappe, die der un-
teren Oberflache der Mulde zugewandt ist, ermog-
lichst die Zugabe von Flissigkeit direkt Gber dem
Tropfen, nachdem die Kappe umgedreht auf einen
Tisch gelegt wurde, ohne daR die Kristalle in eine an-
dere Mulde Ubertragen werden missen, begrenzt so
die Handhabungen, die die zerbrechlichen Kristalle
ruinieren kénnten.

[0027] Die Verwendung des Kappen- und Mulden-
aufbaus der vorliegenden Erfindung kann in einer di-
rekten Art und Weise automatisiert werden, durch
Bereitstellen der Extremitdt eines automatischen
Arms mit einem einfachen Greifelement, das ein
Ende aufweist, welches mit einer Struktur versehen
ist, die ausgebildet, die Kappe lésbar zu greifen. Es
besteht kein Bedarf fur die Anwendung von Fett oder
die Handhabung von zerbrechlichen Deckglassti-
cken. Das Greifelement kann auch von Hand durch
einen Techniker bedient werden, wie weiter unten be-
schrieben.

[0028] Der Kappen- und Muldenaufbau der vorlie-
genden Erfindung findet auch Anwendungen auf dem
Gebiet der Zellkulturen, molekularer oder zellularer
Biologie usw.

[0029] In einer am meisten bevorzugten Ausfih-
rungsform der Erfindung wird die Mulde vorher gefiillt
und mit der Kappe abgedichtet. Der Techniker erhalt
einen Aufbau "fertig zum Gebrauch", was die zeitrau-
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bende Tatigkeit des Flllens jeder Mulde mit der ent-
sprechenden Prazipitationslésung beseitigt. Der
Kéaufer kann so viele Aufbauten wie gewunscht, mit
der gleichen oder unterschiedlichen Prazipitationslo-
sungen bestellen. Fur Transportzwecke kann die
Kappe auf dem Aufbau durch einen Film ersetzt wer-
den, um einen Kontakt der Prazipitationslésung mit
der Kappe zu verhindern. Ein solcher Kontakt wiirde
das Reinigen der Kappe vor deren Verwendung not-
wendig machen. Man kann auch eine Kappe fir
Transportzwecke und eine andere Kappe zum
Durchfuhren der Experimente verwenden. Es ist
wichtig, daf’ die Mulde abgedichtet wird, um Verduns-
tung und Uberlaufen der Prazipitationslésung zu ver-
meiden, entweder wahrend des Transports der vor-
gefillten Mulden oder wahrend der Experimente.

[0030] Bezugnehmend auf die Zeichnungen, die be-
vorzugte Ausfiuhrungsformen der Erfindung zeigen,
zeigt Fig. 1 einen Kappen- und Muldenaufbau 10,
welcher ein Tablett oder eine Basisplatte 12 umfaldt,
welches) mit einer Mehrzahl von Mulden 14 und ent-
sprechenden Kappen 16 versehen ist. Der Aufbau 10
kann auch eine Abdeckung 18 umfassen, die fur
Transport- oder Lagerungszwecke verwendet wird.
Die bevorzugte Form der Abdeckung 18 umfalit ei-
nen Einsatz (nicht gezeigt) an jeder Ecke, der das Zu-
rickhalten der Abdeckung tber den Mulden ermdg-
licht, ohne sie zu bertihren. Die Abdeckung 18 er-
moglicht auerdem die Lagerung von mehreren Tab-
letts mit Experimenten Ubereinander. Das Tablett 12
umfaldt einen Rand 20, der Uber die vier Seitenwande
davon hinausragt, und ist an zwei gegenuberliegen-
den Seitenwanden zur einfacheren Handhabung des
Tabletts durch den Techniker mit Fingergriff-Oberfla-
chen 22 ausgestattet, wie jenen, die in der US
4,038,149 beschrieben werden. Die Fingergriff-Ober-
flachen 22 werden bereitgestellt um Unfalle zu ver-
meiden und férdern die Handhabung der abgedeck-
ten und nicht-bedeckten Tabletts stark. Die Abde-
ckung 18 umfalt einen Bereich 24, der so ausgebil-
det ist, dal® er um die Fingergriff Oberflachen 22 her-
um in Eingriff kommt, zum genauen Passen uber den
Aufbau 10.

[0031] Fig. 2 zeigt eine Schnittansicht der Kappe
16. Wie man sehen kann, umfal3t die Kappe 16 eine
zylindrische Spalte 26, in der ein aus einem elasti-
schen Material hergestelltes O-Ringelement 28 ein-
gesetzt ist. Ein solches Material, obwohl es optional
ist, wird bereitgestellt, um eine angemessene Ab-
dichtung sicherzustellen, wenn die Kappe 16 Uber
dem oberen Rand 30 der Mulde 14 befestigt wird. Die
innere Oberflache 32 der Spalte 26 weist einen Ab-
schnitt oder eine Wulst 34 auf, der/die Gber die ebene
Oberflache 36 hinausragt, wodurch ein Hohlraum 38
gebildet wird. Die Oberflache 36 kann konkav oder
konvex sein, aber die ebene Konfiguration, die in
Fig. 2 gezeigt wird, ist stark bevorzugt. Wie oben ge-
sagt, ist das Material der Kappe 16 so, dal} es ausrei-

chend durchsichtig oder durchscheinend ist, so daf}
die Kappe 16 direkt zur Beobachtung und/oder Hand-
habung der Kristalle unter ein Mikroskop gelegt wer-
den kann.

[0032] Jede Kappe 16 umfallt ein Paar aus Verrie-
gelungselementen 40, die sich diametral gegenuber
stehen und einen Wulstabschnitt 41 umfassen. Die
Kappe 16 umfalit auRerdem einen weiteren Rand 46,
der mit einer Reihe von darunter liegenden Abstands-
haltern 45 versehen ist. Sobald die Prazipitationslo-
sung in die Mulde 14 gefiillt wurde, legt der Techniker
die Kappe 16 umgedreht auf eine flache Oberflache
und setzt einen Tropfen der Makromolekil-enthalten-
den Lésung auf die Oberflache 36. Die Kappe 16 wird
dann vorsichtig umgeklappt und jedes Verriegelungs-
element 40 wird in eine entsprechende Offnung 42
eingesetzt, die auf der oberen Oberflache 44 des Ta-
bletts 12 vorhanden ist, bis der Anschlag vom oberen
Rand 30 der Mulde 14 mit dem O-Ringelement 28 in-
nerhalb der Spalte 26 erreicht ist. Die Kappe 16 wird
dann gedreht, so da® Verriegelungselemente 40 je-
weils in eine Spalte 43 gleiten, die eine geringere
Breite aufweist als die Offnung 42 und auf einen Be-
reich der Peripherie der Mulde 14 hinausreicht, bis
die obere Oberflache des Bereichs 41 sich vollstan-
dig unter der oberen Oberflache 44 befindet, wodurch
die Mulde wirksam abgedichtet und die Kappe 16
festgehalten wird. In einer am meisten bevorzugten
Ausfihrungsform ist ein Abschnitt 47 des Bereichs 41
konisch zulaufend, um das Gleiten unter die obere
Oberflache 44 zu erleichtern. Um eine noch bessere
Verriegelung und ein noch besseres In-Position-Hal-
ten der Kappe sicherzustellen, wird ein kleiner Ho-
cker (nicht gezeigt) auf Abschnitt 49 bereit gestellt,
der ausgebildet ist, nach dem vollstandigen Einfuh-
ren des Bereichs 41 unter die Oberflache 44 in eine
entsprechende Vertiefung (nicht gezeigt), die unter
der Oberflache 44 vorhanden ist, zu passen.

[0033] Um die Kappe 16 auf der Mulde 14 zu plazie-
ren, oder sie davon zu entfernen, kann ein Werkzeug
48 verwendet werden, wie in Fig. 3 und 4 gezeigt.
Das Werkzeug 48 umfalit einen Korper 50, eingeteilt
in einen Abschnitt 52, der in einer Weise geformt ist,
dafd er das Halten durch einen Techniker oder einem
automatisiertem Arm erleichtert; einen zylindrischen
Abschnitt 54 mit einer aulere Oberflache 57, die ei-
nen Umfang, der etwas groRer ist als derjenige des
Randes 46, und eine innere Oberflache 59 aufweist,
die einen Umfang aufweist, der etwas geringer ist als
derjenige des Randes 46. Werkzeug 48 umfalit wei-
ter zwei sich diametral gegenuber stehende kappen-
greifende Elemente 60, die jeweils ausgestattet sind
mit einem Greiffinger 62. Das Greifelement 60 kann
auf der inneren Oberflache 59, direkt auf dem Rand
66 oder auf der dufleren Oberflache 57 zur Verfu-
gung gestellt werden. Beim Betrieb wird das Werk-
zeug 48 ber der Kappe 16 plaziert, so dal jeder Fin-
ger 62 in eine Spalte 64, die in den Rand 46 geschnit-
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ten sind, eingeschoben wird, bis mindestens ein Teil
65 jedes Elements 60 an den Rand 46 anstof3t. Das
Werkzeug 48 wird dann gedreht bis der Greiffinger 62
vollstandig unter dem Rand 46 in Eingriff gebracht
wurde und die Drehbewegung wird aufrechterhalten
bis die Verriegelungsglieder 40 mit den Spalten 42
fluchten. Die Kappe 16 wird dann einfach hochgezo-
gen. Um die Kappe wieder an die Stelle zu bringen,
wird das Verfahren in einer umgekehrten Weise
durchgefiihrt. Die duBere Oberflache 53 des Ab-
schnittes 52 sollte eben sein, so dal} sie in stabiler
Weise auf einen Tisch oder unter ein Mikroskop ge-
legt werden kann und es dem Techniker ermdglicht,
die Kristalle zu beobachten oder an ihnen zu arbei-
ten. Um direkt unter einem Mikroskop arbeiten zu
kénnen, muR die Oberflache 53 eine Offnung umfas-
sen, die vorzugsweise dem inneren Durchmesser
des zylindrischen Anteils 54 entspricht (siehe Fig. 4).

[0034] Fig.5 zeigt eine andere Ausfiihrungsform
der vorliegenden Erfindung. Der Kappen- und Mul-
denaufbau 100, der ein Tablett oder eine Grundplatte
(nicht gezeigt) umfaldt, ist ausgestattet mit einer
Mehrzahl von Mulden 112 und entsprechender Kap-
pe 114, die einen zylindrischen Spalt 116 umfalt, in
dem ein O-Ringelement 118 eingeflgt ist, das aus ei-
nem elastischen Material hergestellt ist. Wie bei der
vorher gezeigten Ausfihrungsform wird der O-Ring,
obwohl optional, bereitgestellt, um eine angemesse-
ne Abdichtung sicher zu stellen.

[0035] Jede Kappe 114 umfaldt ein Paar von Verrie-
gelungselementen 120, die sich diametral gegenu-
berstehen und einen Randabschnitt 122 umfassen.
Die Kappe 114 wird in Position auf dem Tablett verrie-
gelt durch Einflhren jedes Verriegelungselements
120 in eine entsprechende Offnung 124, die auf der
oberen Oberflache 126 des Tabletts vorgesehen ist,
bis die untere Oberflache 128 von Kappe 114 flach
auf der oberen Oberflache 126 des Tabletts liegt. Die
Kappe 114 wird dann gedreht, so dal’ die Verriege-
lungselemente 120 in einen Spalt 130 gleiten, der
eine Breite aufweist, die geringer ist als diejenige der
Offnung 124 und auf einen Teil der Peripherie von
Mulde 112 hinausragt, bis die obere Oberflache des
Randabschnitts 122 sich vollstandig unter der oberen
Oberflache 126 befindet, wodurch die Mulde wirksam
abgedichtet und die Kappe 114 festgehalten wird.

[0036] Fig. 6 zeigt eine andere einfache Variation
der vorliegenden Erfindung, wobei die obere Oberfla-
che 152 einer Mulde 150 einen Spalt 154 entlang ih-
res Umfangs umfalt und ausgebildet ist, ein mit einer
Kappe 158 gekoppeltes O-Ringelement 156 aufzu-
nehmen. Der Abschnitt von Spalt 154 ist so, dal} er
etwas kleiner ist als der von Element 156, so daf}
beim Einfugen in den Spalt eine undurchlassige Ab-
dichtung durch das Verriegeln der Kappe 158 auf der
Mulde 150 gebildet wird, ohne die Notwendigkeit ir-
gendeines Klebemittels oder Fetts.

[0037] Fig. 7 zeigt eine weitere Ausfiihrungsform
der Erfindung, wobei die Kappe 170 auf die Mulde
172 geschraubt wird.

[0038] Der vorliegende Kappen- und Muldenaufbau
ist besonders sowohl fiir Hangetropfen- als auch fur
Sitztropfen-Kristallisationsverfahren geeignet. Be-
zuglich des Sitztropfenverfahrens, obwohl in den
Zeichnungen nicht konkret gezeigt, wird jeder Fach-
mann ohne weiteres erkennen, dal} jede herkdmmli-
che Tropfenunterlage in die Mulde eingesetzt oder
geformt werden kann. Beispiele fir solche Sitztropfe-
nunterlagen schlieRen die Micro-Bridges™ oder die
Sitztropfen-Glasstabe, hergestellt und verkauft durch
Hampton Research (Laguna Hills, Kalifornien), ein.

[0039] Jede Mulde wird sorgfaltig mit einer ausge-
wahlten Equlibrierungslésung gefillt. Nachfolgend
wird ein Tropfen eines ausgewahlten Proteins auf der
Kappe abgesetzt. Die Form und Struktur der unteren
Oberflache kann variiert werden, um optimale Ergeb-
nisse fir eine bestimmte zu kristallisierende Protein-
I6dsung zu erhalten, zum Beispiel wenn Lésungen mit
geringer Oberflachenspannung verwendet werden,
einschlieBlich detergenzhaltige Proteinldsungen. Die
Zugabe der Equilibrierungslésung und der Protein-
tropfen zur Vorrichtung kann entweder von Hand
oder durch eine kommerzielle, automatische Pipet-
tiervorrichtung durchgefiihrt werden, und das Abdich-
ten der Kappen Uber der Losung kann ebenfalls von
Hand oder in einer automatisierten Weise durchge-
fuhrt werden.

[0040] Wahrend die Erfindung in Verbindung mit be-
stimmten Ausfuhrungsformen davon beschrieben
wurde, wird man verstehen, dal die vorliegende Er-
findung ebenso nach Ausfiihren von entsprechenden
Modifikationen an den oben beschriebenen Ausfih-
rungsformen anwendbar ist, wobei die Erfindung nur
durch den Schutzbereich der hieran angehangten
Anspriiche definiert und begrenzt wird.

Patentanspriiche

1. Vorrichtung zum Bilden von Kristallen durch
Dampfdiffusion, umfassend ein Tablett (12), das mit
einer Mehrzahl von Mulden (14; 112; 150; 172) ver-
sehen ist, wobei jede Mulde der Mehrzahl von Mul-
den zum Aufnehmen einer Prazipitationslésung an
einem oberen Ende davon offen ist, wobei
das Tablett (12) eine obere Oberflache (44; 126), ei-
nen Boden und eine aufrechte Umfangswand, wel-
che sich von der oberen Oberflache zum Boden er-
streckt, umfalfit,
sich die Mehrzahl von Mulden von der oberen Ober-
flache abwarts erstreckt,
einzelne entfernbare Kappen (16; 114; 158; 170) zum
gesonderten und unabhangigen Abdecken jeder aus
der Mehrzahl von Mulden vorgesehen sind,
jede der einzelnen entfernbaren Kappen eine Unter-
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seite aufweist, welche eine Trageroberflache (36)
zum Aufhangen eines Tropfens einer Losung defi-
niert, die ein Molekil oder ein Makromolekul enthalt,
welches Uber der Prazipitationslésung, die in der zu-
geordneten Mulde enthalten ist, kristallisiert werden
soll,

und die einzelnen entfernbaren Kappen zum Ermdg-
lichen der Priifung und Uberwachung von Kristall-
wachstum ausreichend transparent sind,

dadurch gekennzeichnet, dal:

jede der einzeln entfernbaren Kappen weiterhin mit
einem einstdckig angeformten Verriegelungsglied
(40; 120; 156) versehen ist, das mit einem Zusam-
menwirkungsmittel (42, 43; 124, 130; 154), welches
jeder aus der Mehrzahl von Mulden zugeordnet ist, in
Eingriff gebracht werden kann, um die einzeln ent-
fernbaren Kappen auf abgedichtete Weise |6sbar an
der Mehrzahl von Mulden zu verriegeln.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dal} die Mulden (14; 112; 150; 172)
und die Kappen (16; 114; 158; 170) zylindrisch sind.

3. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dal} sich ein Rand (30) jeder Mulde
(14) Uber die obere Oberflache (44) des Tabletts (12)
hinaus erstreckt.

4. Vorrichtung nach einem beliebigen der An-
spriche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dal} die
Kappe (16; 144) rohrformig ist und das Verriege-
lungsglied gleichmaRig voneinander beabstandete
Verriegelungselemente (40; 120) aufweist, wobei je-
des Verriegelungselement in eine entsprechende
Offnung (42; 124) in der oberen Oberfléche des Tab-
letts dem Rand der Mulde (14; 112) benachbart ver-
riegelnd eingefuhrt werden kann.

5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dal jede Kappe einen rohrférmigen
Abschnitt rund um eine auflere Oberflache davon
umfaldt und dadurch dort dazwischen einen zylindri-
schen Spalt (26) definiert, welcher ein einem oberen
Ende des Spalts (26) geschlossen ist, wobei der
Spalt (26) ausgebildet ist, um darin den Rand (30) ei-
ner zugeordneten Mulde (14) aufzunehmen, wobei
der rohrférmige Abschnitt die damit verbundenen
Verriegelungselemente (40) umfaldt.

6. Vorrichtung nach Anspruch 4 oder 5, dadurch
gekennzeichnet, dal jedes Verriegelungsglied (40)
eine Zunge umfalfit, die sich vom oberen zum unteren
Ende der Kappe (16) erstreckt, wobei die Zunge ei-
nen Abschnitt (41) umfalit, der sich senkrecht zur Au-
Renseite der auleren Kappenoberflache erstreckt.

7. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, daf} ein O-Ring-Element (156) mit je-
der Kappe (158) verbunden ist und eine obere Ober-
flache (152) jeder Mulde (150) einen Spalt (154) ent-

lang ihrem Umfang umfal}t, der ausgebildet ist, um
das O-Ring-Element aufzunehmen, um die Kappe
(158) an der Mulde (150) zu verriegeln.

8. Vorrichtung nach Anspruch 5, dadurch ge-
kennzeichnet, dal ein elastomeres Material (28; 118)
in den Spalt (26; 116) zwischen dem Rand der Mulde
und dem oberen Ende des Spalts eingesetzt ist.

9. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, daf jede Kappe einen Hohlraum (38)
in einer Oberflache (36) umfalit, welche der Boden-
flache der zugeordneten Mulde (14) zugewandt ist
und ausgebildet ist, um einen Tropfen einer molekul-
oder makromolekdlhaltigen Lésung aufzunehmen.

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch ge-
kennzeichnet, daf3 der Hohlraum (38) eine flache Bo-
denflache aufweist.

11. Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch ge-
kennzeichnet, dall der Hohlraum (38) eine Umfangs-
wand (34) umfaldt, welche sich senkrecht zur flachen
Bodenflache (36) erstreckt.

12. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch ge-
kennzeichnet, dall jede Kappe auf einer aufleren
Oberflache davon einen Rand (46) aufweist, wobei
der Rand gleichmafig voneinander beabstandete
Spalten (64) umfalit.

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, dadurch ge-
kennzeichnet, dal} sie weiterhin ein Werkzeug (48)
zum Anbringen der Kappe an der Mulde von einer un-
verriegelten Position in eine verriegelte Position oder
aber zum Lésen der Kappe aus einer verriegelten Po-
sition in eine unverriegelte Position umfaldt, wobei
das Werkzeug einen zylindrischen Abschnitt (54) und
Kappengreifelemente (60), die mit Greiffingern (62)
versehen sind, um mit den Spalten (64), die auf dem
Rand (46) der Kappe vorgesehen sind, zusammen-
zuwirken, zum I@sbaren Ergreifen der Kappe umfalit,
wobei das Werkzeug weiterhin einen Griffabschnitt
(52) zum Ergreifen durch einen Techniker oder durch
einen automatisierten Arm umfaft.

14. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, daf} sie weiterhin eine Abdeckung (18)
umfalit, die Uber dem und rund um das Tablett (12)
angeordnet ist.

15. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dafl} das Tablett (12) weiterhin gleich-
maRig voneinander beabstandete Fingergriffoberfla-
chen (22) auf ihrer Umfangswand umfalt.

16. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dall das Tablett (12) und die Kappen
(16; 114; 158; 170) aus einem transparenten oder
transluzenten Material hergestellt sind.
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17. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch ge-
kennzeichnet, dal} das Material aus einer Gruppe
von Materialien ausgewahlt wird, umfassend: Poly-
styrol, Polypropylen, Polycarbonat, Polyacrylat, Poly-
methacrylat, Acrylnitil-Styrol-Copolymere, Nit-
ril-Acrylnitril-Styrol-Copoymere,  Polyphenylenoxid,
Phenoxyharze und Mischungen daraus.

18. Vorrichtung nach Anspruch 1 bis 6, dadurch
gekennzeichnet, da® das Verriegelungsglied (40;
120) und das Zusammenwirkungsmittel (42, 43; 124,
130) miteinander drehbar in Eingriff gebracht werden
kénnen, um die Kappe an der Mulde zu verriegeln
oder davon zu entriegeln.

19. Vorrichtung nach Anspruch 18, dadurch ge-
kennzeichnet, da} das Verriegelungsglied und das
Zusammenwirkungsmittel durch Schrauben der Kap-
pe (170) auf die Mulde (172) miteinander in Eingriff
gebracht werden kénnen.

20. Verfahren zum Bilden von Kristallen durch
Dampfdiffusion, umfassend die Schritte
des Eingebens einer Prazipitationslésung in eine
Mulde (14), welche in einem Tablett (12) angeordnet
ist,
des Vorsehens eines Tropfens einer Lsung, die ein
Molekil oder ein Makromolekul enthalt, auf einer Tra-
geroberflache (36), wobei die Trageroberflache (36)
auf der Unterseite einer transparenten Kappe (16)
definiert ist, wobei die Kappe (16) vorgesehen ist, um
eine Mulde, die sich von einer oberen Oberflache
(44) des Tabletts (12) abwarts erstreckt, gesondert
und unabhangig abzudecken,
des Wendens der Trageroberflache (36) Uber der
Mulde (14), welche die Prazipitationslésung enthalt,
so dald der Tropfen Uber der Prazipitationslésung
hangt,
dadurch gekennzeichnet, dafl
das Verfahren weiterhin den Schritt des Verriegelns
der entfernbaren Kappe an der Mulde durch Inein-
griffbringen eines einstdckig angeformten Verriege-
lungsglieds (40), welches auf der Kappe vorgesehen
ist, mit einem Zusammenwirkungsmittel (42, 43), wel-
ches der Mulde zugeordnet ist, umfaf3t, um die Mulde
abzudichten.

21. Verfahren nach Anspruch 20, wobei der
Schritt des Verriegelns das Drehen des Verriege-
lungsglieds (40) relativ zum Zusammenwirkungsmit-
tel (42, 43) umfalit.

22. Verfahren nach Anspruch 20, umfassend den
Schritt des Vorbeflllens der Mulde (14) mit der Prazi-
pitationslésung und des Abdichtens der Mulde vor
dem Versand an einen Kaufer.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen
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