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Beschreibung

GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vor-
richtung zur Handhabung von molekularer und ma-
kromolekularer Kristallisierung. Im Einzelnen umfaßt 
die Vorrichtung einen Mulden- und Kappenaufbau 
zum Züchten von Proteinkristallen durch herkömmli-
che Dampfdiffusionstechniken. Die vorliegende Vor-
richtung ist dadurch besonders vorteilhaft, daß sie 
das Vor-Befüllen der Mulde mit einer Lösung für 
Transport und Handhabung vor Verwendung durch 
einen Techniker erleichtert.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Kristallographie ist ein ausgesprochen nützli-
ches Instrument für Wissenschaftler und stellt daher 
ein Forschungsgebiet dar, das viel Interesse erregt. 
Es ist ein wirksames Mittel, das eine präzise und de-
taillierte Beschreibung der drei-dimensionalen Struk-
tur der Moleküle liefert und ist eine große Hilfe beim 
Verstehen von deren Funktionen. Kristallographie 
von Makromolekülen 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 Makromolekülen zu erhalten. Zum Beispiel kön-
nen die bevorzugten Bedingungen für die Kristallisa-
tion eines gegebenen Moleküls mehrere Hundert 
wenn nicht Tausende von Versuchen erfordern. Da-
durch bedingt wurden Mittel und Verfahren entwi-
ckelt, um eine große Zahl von Versuchen relativ 
schnell durchzuführen, einschließlich der Hängetrop-
fen- und Sitztropfenverfahren. All diese Verfahren 
verwenden den Vorteil der Dampfdiffusion, um die 
Kristalle zu erhalten.

[0004] Das Hängetropfenverfahren ist derzeit die 
am meisten verwendete Technik zum Screening ver-
schiedener Kristallisationsbedingungen von Makro-
molekülen wie Proteinen. Es umfaßt das Hängen ei-
nes Tropfens von ungefähr 2 bis 20 μl Lösung, die 
das zu kristallisierende Makromolekül und ein Präzi-
pitationsmittel enthält, über eine Präzipitationslö-
sung, wie herkömmliches Polyethylenglykol 20 % 
oder Ammoniumsulfat 40 %, enthalten in einem Be-
hälter oder einer Mulde. Das System wird dann her-
metisch verschlossen. Nach einer Weile erreicht die 
Dampfdiffusion des Lösungsmittels oder der Lö-
sungsmittelmischungen zwischen dem Tropfen und 
der Lösung im Behälter ein Gleichgewicht. Das End-
ergebnis ist eine Verringerung von Wasser im Trop-
fen und ein Anstieg der Konzentration des Makromo-
leküls und Präzipitationsmittels darin, folglich die 
Kristallisation des Makromoleküls unter optimierten 

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

[0005] Üblicherweise wird ein kommerziell erhältli-
ches Tablett, hergestellt aus einem inerten thermo-
plastischen Material, das eine Mehrzahl von Behäl-
tern oder Mulden enthält, vorbereitet und die Präzipi-
tationslösung wird von Hand in jeden Behälter oder 
Mulde gefüllt. Die Makromoleküllösung wird dann auf 
einer Glasplatte (Deckglas) mit dem Präzipitations-
mittel gemischt und das Ganze wird über den Mulden 
umgedreht, so bewirkend daß die Makromoleküllö-
sung über der Mulde hängt. Bevor eine Glasplatte 
über einer Mulde plaziert wird, wird der Rand jeder 
Mulde eingefettet um einen dichten Verschluß zu ge-
währleisten. Sorgfalt muß angewandt werden, wenn 
die Platte über jeder Mulde plaziert wird, da das Fett 
die Makromoleküllösung leicht kontaminieren kann. 
Der Kristallisationsvorgang wird mit der Hilfe eines 
Mikroskops verfolgt. Nachdem man den Kristall er-
halten hat, wird die Glasplatte entfernt. Dies muß wie-
derum mit großer Sorgfalt erfolgen, um eine Kontami-
nation des kristallisierten Makromoleküls mit Fett 
und/oder Brechen der Glasplatte zu verhindern. Hin-
zu kommt, daß die Platten kaum für 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 Hängetropfen- und Sitztrop-
fenverfahren besteht darin, daß sie Screeningbedin-
gungen für Kristallisation bereitstellen und tatsächlich 
eine Mikrokristallisationtechnik darstellen. Die 
Dampfdiffusion in dem hängenden oder sitzenden 
Tropfen ermöglicht das Screening eines weiten Be-
reichs von Bedingungen und erfordert eine relativ ge-
ringe Menge an Makromolekülen. Des Weiteren er-
möglicht sie ein relativ klares Sichtbarmachen der Er-
gebnisse und die etwaigen Kristalle sind frei, d.h. sie 
sind nicht an irgendeine Oberfläche angeheftet oder 
geklebt.

[0007] Typischerweise werden mehrere hundert Ex-
perimente benötigt, um angemessene Kristallisati-
onsbedingungen für die Herstellung von Kristallen 
mit hoher Qualität zu finden. Demgemäß sind Hänge-
tropfen- und Sitztropfen-Experimente sehr arbeitsin-
tensiv und erfordern qualifiziertes und erfahrenes 
technisches Personal. Zum Beispiel müssen mehre-
re Absaug- und Auftragsschritte von Bestandteilen, 
mehrere Einfettungsschritte usw. im experimentellen 
Aufbau durchgeführt werden. Des weiteren muß für 
jede Mulde ein einzelnes Deckglas von Hand umge-
dreht werden. Die Anzahl und Komplexität der Schrit-
te kann daher eine unerwünscht weite Schwankung 
von experimentellen Ergebnissen hervorrufen.
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[0008] Wie oben angegeben, wird üblicherweise 
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 Immersionsöl 
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 Tätigkeit. Techniker, die diese Tätig-
keit Tausende male wiederholen, leiden gelegentlich 
an körperlichen Schmerzen an ihren Händen. Andere 
wichtige Probleme und Risiken sind beim Manipulie-
ren des Kristalls auf einem fettigen Deckglas vorhan-
den. Das Deckglas bricht manchmal während des 
Verfahrens, was eine Verletzung des Technikers be-
wirken kann, zusätzlich zum Verlust des Kristalls. 
Das Immersionsöl ist ebenfalls problematisch. Man 
muß ein bestimmtes Ölvolumen verwenden. Zuviel 
Öl führt zu einer Kontamination innerhalb der Mulde, 
während nicht genug zu einer nicht-hermetischen 
Abdichtung führen wird, was auf das Verdampfen der 
Präzipitationslösung hinauslaufen kann. Ein Klebe-
band ermöglicht schnellere und einfachere Handha-
bungen, aber alle Experimente werden am Ende des 
Versuchsaufbaus abgedichtet, so das experimentelle 
Schwankungen zwischen dem ersten und 24ten 
Tropfen eingeführt werden. Des Weiteren kleben 
Kristalle oft an dem Band, was die Gewinnung des 
Kristalls unmöglich macht, und die Tätigkeiten für die 
Gewinnung des Tropfens sind ebenfalls problema-
tisch.

[0009] Diese Bedingungen förderten die Roboteri-
sierung des Verfahrens. Einige automatisierte Kristal-
lisationsvorrichtungen existieren bereits. Die bekann-
te Cyberlab-200TM Vorrichtung verteilt Lösungen in 
Mulden, fettet den oberen Rand jeder Mulde, gießt 
Tröpfchen auf Deckgläser die von einem Vakuumarm 
gehalten werden, und plaziert die Deckgläser über 
die Mulden. Solch eine Vorrichtung weist jedoch im-
mer noch einige Nachteile auf, nämlich einen kompli-
zierten experimentellen Aufbau und den beträchtli-
chen Verbrauch an Fett. Außerdem ist eine solche 
Vorrichtung extrem teuer.

[0010] Einschlägige Literaturstellen auf diesem Ge-
biet schließen 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 Züchten und Screening von 
Proteinkristallen.

[0011] Es wäre daher höchst wünschenswert, eine 
Vorrichtung zum Kristallisieren von Makromolekülen 
zu entwickeln, die die obigen Unzulänglichkeiten 

überwinden würde. Eine solche Vorrichtung würde 
die Notwendigkeit von äußeren Mitteln um die Mulde 
und die Abdeckung abzudichten, wie Fett, Öl oder 
Klebeband beseitigen, und wäre vorzugsweise ein-
fach zu handhaben, entweder von Hand oder auto-
matisch. Schließlich würde der Vorgang des experi-
mentellen Aufbaus der Vorrichtung stark erleichtert 
und beschleunigt, während gleichzeitig mögliche 
Kontaminationsrisiken der etwaigen Kristalle besei-
tigt würden. Schließlich sollte eine solche Vorrichtung 
für verschiedene Kristallisationsverfahren wie Hän-
getropfen- und Sitztropfenverfahren verwendbar 
sein.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0012] Gemäß der vorliegenden Erfindung wird eine 
Vorrichtung gemäß Anspruch 1 und ein Verfahren ge-
mäß Anspruch 20 bereitgestellt. Bevorzugte Ausfüh-
rungsformen werden in den abhängigen Ansprüchen 
beschrieben.

IN DEN ABBILDUNGEN

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

[0014] Fig. 2 zeigt eine Schnittansicht einer bevor-
zugten Ausführungsform 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 Ausführungs-
formen des Kappen- und Muldenaufbaus gemäß 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 umfaßt eine Mulde und eine durch-
sichtige Kappe, ausgestaltet um die Mulde zu ver-
schließen und einen abgedichteten Raum zu bilden, 
wobei die Mulde verschlossen wird, ohne das ein 
Dichtungsmaterial wie Fett, Öl, Klebeband oder Ähn-
liches zwischen der Mulde und der Kappe zugefügt 
werden muß. Die Kappe wird aus durchsichtigem 
Material hergestellt, um ein Untersuchen und Verfol-
gen des Kristallwachstums zu ermöglichen, wie auch 
die Handhabung des Kristalls unter einem Mikros-
kop. Die vorliegende Vorrichtung stellt daher einen 
wichtigen Fortschritt bei Verfahren zum Züchten von 
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Makromolekülkristallen dar, insbesondere auf dem 
Gebiet der Hänge- und Sitztropfen.

[0019] Wegen seiner Einfachheit, können die Tätig-
keiten des Füllens der Mulden mit der Präzipitations-
lösung, des Plazierens eines Tropfens der Makromo-
leküllösung auf der Kappe und des Abdichtens der 
Mulde durch das in Position bringen der Kappe über 
der Mulde durch jeden kompetenten Techniker, nicht 
nur durch erfahrenes Personal, erreicht werden.

[0020] In einer bevorzugten Ausführungsform 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 können wahlweise 
mit einem hydrophoben Agens, wie einem silikonisie-
rendem Agens, behandelt werden.

[0021] Wegen der Durchsichtigkeit der Kappe und 
der unteren Oberfläche der Mulde, kann die Kristalli-
sierung bei minimaler Handhabung verfolgt werden, 
und ohne das Dampfgleichgewicht innerhalb jeder 
Mulde zu stören. 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 für das Tablett 
und die Kappe dasselbe und umfaßt Materialien, die 
bei angemessenen Kosten leicht geformt werden 
können. Das Material sollte für längere Zeitabschnitte 
gegenüber 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 
Qualität sein, um die das Arbeiten und Beobachten 
unter einem Mikroskop zu erleichtern. Geeignete Bei-
spielsmaterialien schließen verschiedene Thermo-
plastika wie Polystyrol, Polypropylen, Polycarbonat, 
Polyacrylat, Polymethacrylat, Acrylnitrilstyrol-Copoly-
mere, Nitril-Acrylnitrilstyrol-Copolymere Polypheny-
lenoxid, Phenoxiharze, usw. ein, wobei das am 
stärksten 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 Übertragung von der 
Kappe ermöglicht, wo Lösungen direkt, ohne jede 
Übertragung der Kristalle, in einer fettfreien Umge-
bung zugefügt werden können.

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

lisierendes Makromolekül enthält, und erneutes An-
bringen der Kappen über den Mulden. Des weiteren 
kann eine gegebene Kappe von seiner ursprüngli-
chen Mulde entfernt und auf einer anderen verriegelt 
werden, welche eine andere Präzipitationslösung 
enthält.

[0025] Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zum 
Bilden von Kristallen eines Makromoleküls, wobei 
das Verfahren die Schritte umfaßt des Eingebens ei-
ner Präzipitationslösung in eine Mulde; Bilden eines 
Tropfens in einer Kappe, enthaltend Verriegelungs-
glieder zum Verriegeln der Kappe über der Mulde; 
und Verriegeln und Abdichten der Mulde. In einer be-
vorzugten Ausführungsform wird vorzugsweise ein 
Ring, hergestellt aus einem elastomeren Material wie 
Polypropylen, einem Ethylen-Polypropylen-Copoly-
mer, TeflonTM, usw., zwischen der Kappe und der Mul-
de bereitgestellt. In einer weiteren, bevorzugten Aus-
führungsform kann die Mulde im voraus befällt und 
fest abgedichtet werden, so daß 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 
daß kein Bedarf für besondere handwerkliche Ge-
schicklichkeit besteht, im Vergleich zu der Verwen-
dung von herkömmlichen, dünnen, zerbrechlichen 
Mikroskopdeckgläsern. Das Vorhandensein eines 
Hohlraums in der Oberfläche der Kappe, die der un-
teren Oberfläche der Mulde zugewandt ist, ermög-
lichst die Zugabe von Flüssigkeit direkt über dem 
Tropfen, nachdem die Kappe umgedreht auf einen 
Tisch gelegt wurde, ohne daß die Kristalle in eine an-
dere Mulde übertragen werden müssen, begrenzt so 
die Handhabungen, die die zerbrechlichen Kristalle 
ruinieren könnten.

[0027] Die Verwendung des Kappen- und Mulden-
aufbaus der vorliegenden Erfindung kann in einer di-
rekten Art und Weise automatisiert werden, durch 
Bereitstellen der Extremität eines automatischen 
Arms mit einem einfachen Greifelement, das ein 
Ende aufweist, welches mit einer Struktur versehen 
ist, die ausgebildet, die Kappe lösbar zu greifen. Es 
besteht kein Bedarf für die Anwendung von Fett oder 
die Handhabung von zerbrechlichen Deckglasstü-
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 zellulärer 
Biologie usw.

[0029] In einer am meisten bevorzugten Ausfüh-
rungsform der Erfindung wird die Mulde vorher gefüllt 
und mit der Kappe abgedichtet. Der Techniker erhält 
einen Aufbau "fertig zum Gebrauch", was die zeitrau-
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bende Tätigkeit des Füllens jeder Mulde mit der ent-
sprechenden Präzipitationslösung beseitigt. Der 
Käufer kann so viele Aufbauten wie gewünscht, mit 
der gleichen oder unterschiedlichen Präzipitationslö-
sungen bestellen. Für Transportzwecke kann die 
Kappe auf dem Aufbau durch einen Film ersetzt wer-
den, um einen Kontakt der Präzipitationslösung mit 
der Kappe zu verhindern. Ein solcher Kontakt würde 
das Reinigen der Kappe vor deren Verwendung not-
wendig machen. Man kann auch eine Kappe für 
Transportzwecke und eine andere Kappe zum 
Durchführen der Experimente verwenden. Es ist 
wichtig, daß die Mulde abgedichtet wird, um Verduns-
tung und Überlaufen der Präzipitationslösung zu ver-
meiden, entweder während des Transports der vor-
gefüllten Mulden oder während der Experimente.

[0030] Bezugnehmend auf die Zeichnungen, die be-
vorzugte Ausführungsformen der Erfindung zeigen, 
zeigt Fig. 1 einen Kappen- und Muldenaufbau 10, 
welcher ein Tablett oder eine Basisplatte 12 umfaßt, 
welches) mit einer Mehrzahl von Mulden 14 und ent-
sprechenden Kappen 16 versehen ist. Der Aufbau 10
kann auch eine Abdeckung 18 umfassen, die für 
Transport- oder Lagerungszwecke verwendet wird. 
Die bevorzugte Form der Abdeckung 18 umfaßt ei-
nen Einsatz (nicht gezeigt) an jeder Ecke, der das Zu-
rückhalten der Abdeckung über den Mulden ermög-
licht, ohne sie zu berühren. Die Abdeckung 18 er-
möglicht außerdem die Lagerung von mehreren Tab-
letts mit Experimenten übereinander. Das Tablett 12
umfaßt einen Rand 20, der über die vier Seitenwände 
davon hinausragt, und ist an zwei gegenüberliegen-
den Seitenwänden zur einfacheren Handhabung des 
Tabletts durch den Techniker mit Fingergriff-Oberflä-
chen 22 ausgestattet, wie jenen, die in der US 
4,038,149 beschrieben werden. Die Fingergriff-Ober-
flächen 22 werden bereitgestellt um Unfälle zu ver-
meiden und fördern die Handhabung der abgedeck-
ten und nicht-bedeckten Tabletts stark. Die Abde-
ckung 18 umfaßt einen Bereich 24, der so ausgebil-
det ist, daß er um die Fingergriff Oberflächen 22 her-
um in Eingriff kommt, zum genauen Passen über den 
Aufbau 10.

[0031] Fig. 2 zeigt eine Schnittansicht der Kappe 
16. Wie man sehen kann, umfaßt 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 über 
dem oberen Rand 30 der Mulde 14 befestigt wird. Die 
innere Oberfläche 32 der Spalte 26 weist einen Ab-
schnitt oder eine Wulst 34 auf, der/die über die ebene 
Oberfläche 36 hinausragt, wodurch ein Hohlraum 38
gebildet wird. Die Oberfläche 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, daß es ausrei-

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

[0032] Jede Kappe 16 umfaßt ein Paar aus Verrie-
gelungselementen 40, die sich diametral gegenüber 
stehen und einen Wulstabschnitt 41 umfassen. Die 
Kappe 16 umfaßt außerdem einen weiteren Rand 46, 
der mit einer Reihe von darunter liegenden Abstands-
haltern 45 versehen ist. Sobald die Präzipitationslö-
sung in die Mulde 14 gefüllt wurde, legt der Techniker 
die Kappe 16 umgedreht auf eine flache Oberfläche 
und setzt einen Tropfen der Makromolekül-enthalten-
den Lösung auf die Oberfläche 36. Die Kappe 16 wird 
dann vorsichtig umgeklappt und jedes Verriegelungs-
element 40 wird in eine entsprechende Öffnung 42
eingesetzt, die auf der oberen Oberfläche 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 daß Verriegelungselemente 40 je-
weils in eine Spalte 43 gleiten, die eine geringere 
Breite aufweist als die Öffnung 42 und auf einen Be-
reich der Peripherie der Mulde 14 hinausreicht, bis 
die obere Oberfläche des Bereichs 41 sich vollstän-
dig unter der oberen Oberfläche 44 befindet, wodurch 
die Mulde wirksam abgedichtet und die Kappe 16
festgehalten wird. In einer am meisten bevorzugten 
Ausführungsform ist ein Abschnitt 47 des Bereichs 41
konisch zulaufend, um das Gleiten unter die obere 
Oberfläche 44 zu erleichtern. Um eine noch bessere 
Verriegelung und ein noch besseres In-Position-Hal-
ten der Kappe sicherzustellen, wird ein kleiner Hö-
cker (nicht gezeigt) auf Abschnitt 49 bereit gestellt, 
der ausgebildet ist, nach dem vollständigen Einfüh-
ren des Bereichs 41 unter die Oberfläche 44 in eine 
entsprechende Vertiefung (nicht gezeigt), die unter 
der Oberfläche 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 umfaßt einen Körper 50, eingeteilt 
in einen Abschnitt 52, der in einer Weise geformt ist, 
daß er das Halten durch einen Techniker oder einem 
automatisiertem Arm erleichtert; einen zylindrischen 
Abschnitt 54 mit einer äußere Oberfläche 57, die ei-
nen Umfang, der etwas größer ist als derjenige des 
Randes 46, und eine innere Oberfläche 59 aufweist, 
die einen Umfang aufweist, der etwas geringer ist als 
derjenige des Randes 46. Werkzeug 48 umfaßt wei-
ter zwei sich diametral gegenüber stehende kappen-
greifende Elemente 60, die jeweils ausgestattet sind 
mit einem Greiffinger 62. Das Greifelement 60 kann 
auf der inneren Oberfläche 59, direkt auf dem Rand 
66 oder auf der äußeren Oberfläche 57 zur Verfü-
gung gestellt werden. Beim Betrieb wird das Werk-
zeug 48 über der Kappe 16 plaziert, so daß 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 anstößt. Das 
Werkzeug 48 wird dann gedreht bis der Greiffinger 62
vollständig 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 
durchgeführt. Die äußere Oberfläche 53 des Ab-
schnittes 52 sollte eben sein, so daß sie in stabiler 
Weise auf einen Tisch oder unter ein Mikroskop ge-
legt werden kann und es dem Techniker ermöglicht, 
die Kristalle zu beobachten oder an ihnen zu arbei-
ten. Um direkt unter einem Mikroskop arbeiten zu 
können, muß die Oberfläche 53 eine Öffnung umfas-
sen, die vorzugsweise dem inneren Durchmesser 
des zylindrischen Anteils 54 entspricht (siehe Fig. 4).

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

[0035] Jede Kappe 114 umfaßt ein Paar von Verrie-
gelungselementen 120, die sich diametral gegenü-
berstehen und einen Randabschnitt 122 umfassen. 
Die Kappe 114 wird in Position auf dem Tablett verrie-
gelt durch Einführen jedes Verriegelungselements 
120 in eine entsprechende Öffnung 124, die auf der 
oberen Oberfläche 126 des Tabletts vorgesehen ist, 
bis die untere Oberfläche 128 von Kappe 114 flach 
auf der oberen Oberfläche 126 des Tabletts liegt. Die 
Kappe 114 wird dann gedreht, so daß die Verriege-
lungselemente 120 in einen Spalt 130 gleiten, der 
eine Breite aufweist, die geringer ist als diejenige der 
Öffnung 124 und auf einen Teil der Peripherie von 
Mulde 112 hinausragt, bis die obere Oberfläche des 
Randabschnitts 122 sich vollständig unter der oberen 
Oberfläche 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 Oberflä-
che 152 einer Mulde 150 einen Spalt 154 entlang ih-
res Umfangs umfaßt und ausgebildet ist, ein mit einer 
Kappe 158 gekoppeltes O-Ringelement 156 aufzu-
nehmen. Der Abschnitt von Spalt 154 ist so, daß er 
etwas kleiner ist als der von Element 156, so daß
beim Einfügen in den Spalt eine undurchlässige 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 Ausführungsform 
der Erfindung, wobei die Kappe 170 auf die Mulde 
172 geschraubt wird.

[0038] Der vorliegende Kappen- und Muldenaufbau 
ist besonders sowohl für Hängetropfen- als auch für 
Sitztropfen-Kristallisationsverfahren geeignet. Be-
züglich des Sitztropfenverfahrens, obwohl in den 
Zeichnungen nicht konkret gezeigt, wird jeder Fach-
mann ohne weiteres erkennen, daß jede herkömmli-
che Tropfenunterlage in die Mulde eingesetzt oder 
geformt werden kann. Beispiele für solche Sitztropfe-
nunterlagen schließen die Micro-BridgesTM oder die 
Sitztropfen-Glasstäbe, hergestellt und verkauft durch 
Hampton Research (Laguna Hills, Kalifornien), ein.

[0039] Jede Mulde wird sorgfältig mit einer ausge-
wählten Equlibrierungslösung gefüllt. Nachfolgend 
wird ein Tropfen eines ausgewählten Proteins auf der 
Kappe abgesetzt. Die Form und Struktur der unteren 
Oberfläche kann variiert werden, um optimale Ergeb-
nisse für eine bestimmte zu kristallisierende Protein-
lösung zu erhalten, zum Beispiel wenn Lösungen mit 
geringer Oberflächenspannung verwendet werden, 
einschließlich detergenzhaltige Proteinlösungen. Die 
Zugabe der Equilibrierungslösung und der Protein-
tropfen zur Vorrichtung kann entweder von Hand 
oder durch eine kommerzielle, automatische Pipet-
tiervorrichtung durchgeführt werden, und das Abdich-
ten der Kappen über der Lösung kann ebenfalls von 
Hand oder in einer automatisierten Weise durchge-
führt werden.

[0040] Während die Erfindung in Verbindung mit be-
stimmten Ausführungsformen davon beschrieben 
wurde, wird man verstehen, daß die vorliegende Er-
findung ebenso nach Ausführen von entsprechenden 
Modifikationen an den oben beschriebenen Ausfüh-
rungsformen anwendbar ist, wobei die Erfindung nur 
durch den Schutzbereich der hieran angehängten 
Ansprüche definiert und begrenzt wird.

Patentansprüche

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 Präzipitationslösung an 
einem oberen Ende davon offen ist, wobei  
das Tablett (12) eine obere Oberfläche (44; 126), ei-
nen Boden und eine aufrechte Umfangswand, wel-
che sich von der oberen Oberfläche zum Boden er-
streckt, umfaßt,  
sich die Mehrzahl von Mulden von der oberen Ober-
fläche abwärts erstreckt,  
einzelne entfernbare Kappen (16; 114; 158; 170) zum 
gesonderten und unabhängigen Abdecken jeder aus 
der Mehrzahl von Mulden vorgesehen sind,  
jede der einzelnen entfernbaren Kappen eine Unter-
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seite aufweist, welche eine Trägeroberfläche (36) 
zum Aufhängen eines Tropfens einer Lösung defi-
niert, die ein Molekül oder ein Makromolekül enthält, 
welches über der Präzipitationslösung, die in der zu-
geordneten Mulde enthalten ist, kristallisiert werden 
soll,  
und die einzelnen entfernbaren Kappen zum Ermög-
lichen der Prüfung und Überwachung von Kristall-
wachstum ausreichend transparent sind,  
dadurch gekennzeichnet, daß:  
jede der einzeln entfernbaren Kappen weiterhin mit 
einem einstöckig 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 lösbar an 
der Mehrzahl von Mulden zu verriegeln.

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

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

4.  Vorrichtung nach einem beliebigen der An-
sprüche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daß die 
Kappe (16; 144) rohrförmig ist und das Verriege-
lungsglied gleichmäßig voneinander beabstandete 
Verriegelungselemente (40; 120) aufweist, wobei je-
des Verriegelungselement in eine entsprechende 
Öffnung (42; 124) in der oberen Oberfläche des Tab-
letts dem Rand der Mulde (14; 112) benachbart ver-
riegelnd eingeführt werden kann.

5.  Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch ge-
kennzeichnet, daß jede Kappe einen rohrförmigen 
Abschnitt rund um eine äußere Oberfläche davon 
umfaßt 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 rohrförmige Abschnitt die damit verbundenen 
Verriegelungselemente (40) umfaßt.

6.  Vorrichtung nach Anspruch 4 oder 5, dadurch 
gekennzeichnet, daß jedes Verriegelungsglied (40) 
eine Zunge umfaßt, die sich vom oberen zum unteren 
Ende der Kappe (16) erstreckt, wobei die Zunge ei-
nen Abschnitt (41) umfaßt, der sich senkrecht zur Au-
ßenseite der äußeren Kappenoberfläche erstreckt.

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

lang ihrem Umfang umfaßt, 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, daß 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, daß jede Kappe einen Hohlraum (38) 
in einer Oberfläche (36) umfaßt, welche der Boden-
fläche der zugeordneten Mulde (14) zugewandt ist 
und ausgebildet ist, um einen Tropfen einer molekül- 
oder makromolekülhaltigen Lösung aufzunehmen.

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

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

12.  Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch ge-
kennzeichnet, daß jede Kappe auf einer äußeren 
Oberfläche davon einen Rand (46) aufweist, wobei 
der Rand gleichmäßig voneinander beabstandete 
Spalten (64) umfaßt.

13.  Vorrichtung nach Anspruch 12, dadurch ge-
kennzeichnet, daß sie weiterhin ein Werkzeug (48) 
zum Anbringen der Kappe an der Mulde von einer un-
verriegelten Position in eine verriegelte Position oder 
aber zum Lösen der Kappe aus einer verriegelten Po-
sition in eine unverriegelte Position umfaßt, 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 lösbaren Ergreifen der Kappe umfaßt, 
wobei das Werkzeug weiterhin einen Griffabschnitt 
(52) zum Ergreifen durch einen Techniker oder durch 
einen automatisierten Arm umfaßt.

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

15.  Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, daß das Tablett (12) weiterhin gleich-
mäßig voneinander beabstandete Fingergriffoberflä-
chen (22) auf ihrer Umfangswand umfaßt.

16.  Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, daß 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, daß das Material aus einer Gruppe 
von Materialien ausgewählt 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, daß das Verriegelungsglied (40; 
120) und das Zusammenwirkungsmittel (42, 43; 124, 
130) miteinander drehbar in Eingriff gebracht werden 
können, um die Kappe an der Mulde zu verriegeln 
oder davon zu entriegeln.

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

20.  Verfahren zum Bilden von Kristallen durch 
Dampfdiffusion, umfassend die Schritte  
des Eingebens einer Präzipitationslösung in eine 
Mulde (14), welche in einem Tablett (12) angeordnet 
ist,  
des Vorsehens eines Tropfens einer Lösung, die ein 
Molekül oder ein Makromolekül enthält, auf einer Trä-
geroberfläche (36), wobei die Trägeroberfläche (36) 
auf der Unterseite einer transparenten Kappe (16) 
definiert ist, wobei die Kappe (16) vorgesehen ist, um 
eine Mulde, die sich von einer oberen Oberfläche 
(44) des Tabletts (12) abwärts erstreckt, gesondert 
und unabhängig abzudecken,  
des Wendens der Trägeroberfläche (36) über der 
Mulde (14), welche die Präzipitationslösung enthält, 
so daß der Tropfen über der Präzipitationslösung 
hängt,  
dadurch gekennzeichnet, daß  
das Verfahren weiterhin den Schritt des Verriegelns 
der entfernbaren Kappe an der Mulde durch Inein-
griffbringen eines einstöckig angeformten Verriege-
lungsglieds (40), welches auf der Kappe vorgesehen 
ist, mit einem Zusammenwirkungsmittel (42, 43), wel-
ches der Mulde zugeordnet ist, umfaßt, 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) umfaßt.

22.  Verfahren nach Anspruch 20, umfassend den 
Schritt des Vorbefüllens der Mulde (14) mit der Präzi-
pitationslösung und des Abdichtens der Mulde vor 
dem Versand an einen Käufer.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen
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