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(57) Abstract: The invention relates to an apparatus for filling receptacles in parallel (e.g. microtiter plates of any size, Eppendorf
reaction vessels, or cartridges) or for coating planar surfaces (optionally comprising cavities or wells) such as glass supports, e.g.
object supports, membranes, wafers, or similar. The inventive apparatus encompasses a frame (1) with outlets (la), a movable

portioning plate (2) with bores (3), and a bottom plate (4) with outlets (4a). Also disclosed is a method for filling receptacles.

(57) Zusammenfassung: Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Vorrichtung zum parallelen Befiillen von Gef#Ben (z.B.
Mikrotiterplatten jeglicher GréBe, Eppendorf- Reaktionsgefidfie oder Kartuschen) oder zur Belegung planarer Oberfldchen (eventuell
mit Vertiefungen oder Wells), wie Glastriager z.B. Objekttriger, Membrane, Wafer
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einer Bodenplatte (4) mit Austrittséffnungen (4a) aufweist und ein Verfahren zum Befiillen von GefidBen.
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Vorrichtung zum parallelen Befiillen von GefaRen

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Vorrichtung und ein Verfahren zum
Beflllen von Gefallen. Die Vorrichtung kann auch als "Portionierer" oder
"Mikrowaage" bezeichnet werden.

Im letzten Jahrzehnt ist in der Biotechnologie, Gentechnik oder organischen
Synthese eine Miniaturisierung der Reaktionsvolumina und das Bestreben zu
beobachten, die im Laborbereich eingesetzten Chemikalien- und Substanzmengen
zu reduzieren. Die Handhabung kleiner Volumina, zum Beispiel im Bereich von 0,1 pl
bis 1000 ul, ist in der Zellkultur, bei Arbeiten mit DNA, Proteinen oder der
Peptidsynthese von groler Bedeutung. So werden zum Beispiel parallele
Festphasensynthese, Aufreinigungen oder auch enzymatische Reaktionen haufig an
Beads in Mikrotiterplatten durchgefihrt.

Bei diesen Arbeiten missen feste Substanzen in Form von Pulvern oder ahnlichem
Schittzustand in Kleinstmengen portioniert und in geeignete Gefalle abgefillt
werden. Dabei ergibt sich das Problem, daf} die verwendeten Feststoffe (z.B. Beads,
Harze, Granulate) nur mit groRer Ungenauigkeit oder unter hohem Arbeitsaufwand in
kleinen Mengen eingewogen werden konnen. Dies geschieht meistes fur jedes Well
einzeln, somit kann nicht von einem parallelen Prozel3 gesprochen werden.
Besonders bei Arbeiten mit Mikrotiterplatten ist das schnelle und nach Mdoglichkeit
parallele Beladen der Reaktionsgefal’e (Wells) wichtig.

Bisher wurde die Handhabung kleinster Mengen fester Stoffe dadurch erméglicht,
daBl zunéachst eine Suspension des zu portionierenden Materials hergestellt wird, die
anschlieBend mit handelsublichen Pipetten in Mikrotiterplatten transferiert wurde. Ein
weiterfuhrender Ansatz, Harze als Suspension parallel mittels einer Spritze zu
portionieren, beschreibt Lebl et al. (J. Comb. Chem, 7, 42-45, 2005).

Nachteil dieser Verfahren ist das Suspendieren, wobei zusatzlich darauf geachtet
werden mul3, dal} die Verteilung in der Suspension uUber die Zeit der Portionierung
konstant bleibt. Aulerdem kann es beim Pipettieren der Suspension leicht zur

Verstopfung der Pipettenspitze durch Partikel kommen.
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Ferner werden von verschiedenen Firmen, wie zum Beispiel Radleys Discovery
Technologies, Essex, UK oder aappTec (advanced automated peptide protein
technologies, Louisville, USA,) Vorrichtungen zum Portionieren von Harzen in
Mikrotiterplatten oder Kartuschen angeboten. Wesentlicher Bestandteil dieser
Vorrichtungen ist eine Platte mit Bohrungen, die das abzumessende Volumen
vorgeben. Zwischen dieser Platte und der Mikrotiterplatte befindet sich eine
Bodenplatte, welche die Bohrungen von unten abschliet. Bei dem Fabrikat von
Radleys Discovery Technologies besitzt die Bodenplatte Offnungen und wird zum
Befillen der Mikrotiterplatte so verschoben, daf3 der Inhalt der Bohrungen durch die
Offnungen der Bodenplatte in den Wells fallt. Bei dem Fabrikat von aappTec wird die
Bodenplatte weggezogen, so dal’ der Inhalt der Bohrungen in Kartuschen fallt.
Gemeinsam ist beiden Produkten das Beflllen der Bohrungen, das durch
vorsichtiges Einstreichen des Harzes mittels eines Schiebers manuell erfolgt.

= Diese beiden Vorrichtungen verfugen uber keinen integrierten Vorratsbehalter
und werden nach wie vor manuell befiillt, das heil3t zum Umsetzen der
Platten, Einstreichen der Beads, etc. ist manuelle Arbeit notwendig. Somit
kénnen damit Mikrotiterplatten nur aufwendig befllt werden.

Deshalb sind diese Vorrichtungen fir einen Einsatz in der vollautomatisierten
Serienproduktion ungeeignet.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es eine Vorrichtung zum Befiillen von
Mikrotiterplatten zur Verfligung zu stellen, die diese Nachteile des Standes der
Technik nicht aufweist. Ferner soll die Vorrichtung ein genaues Portionieren
ermdglichen, unabhangig von einzelnen Arbeitsschritten, wie zum Beispiel manuelles
Einstreichen oder Arbeitsschritten die fur eine Gleichverteilung von Partikeln in einer
Suspension sorgen. AuRerdem soll die Vorrichtung eine einfache Handhabung und
somit ein schnelles Beladen von Gefalen erlauben. In diesem Zusammenhang muf}

die Vorrichtung in einem Automations-Prozel} einsetzbar sein.
Demgemall wurde eine neue Vorrichtung zum Beflillen von Gefalden gefunden,
aufweisend

» einen Rahmen mit Austritts6ffnungen,

* eine verschiebbare Portionierplatte mit Bohrungen

* und einer Bodenplatte mit Austrittséffnungen.
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Der Rahmen kann gleichzeitig als Vorratsbehalter dienen.

Die Bohrungen der Portionierplatte definieren das zu portionierende Volumen und
werden demgemal auch als Full- oder Portioniervolumen bezeichnet.

Bei den zu beflillenden Gefallen kann es sich erfindungsgemal® um z.B.
Mikrotiterplatten jeglicher GroRRe, Eppendorf-Reaktionsgefae oder Kartuschen
handeln. Ferner sind planare Oberflachen (eventuell mit Vertiefungen oder Wells),
wie Glastrager z.B. Objekttrager, Membrane, Wafer oder ahnliche im Sinne der

vorliegenden Erfindung als zu befiilllende Geféal3e zu verstehen.

In einer bevorzugten Ausfuhrung ist der Gegenstand der Erfindung eine Vorrichtung
zum parallelen Beflllen von Gefalden.

In einer Ausfuhrung befinden sich in der Portionierplatte pro Rahmen-
Austrittséffnrungen und Bodenplatten-Austrittséffnungen je zwei Bohrungen, die
paarweise so angeordnet sind, daf} falls sich eine Bohrung des Paares unterhalb der
Rahmen-Austritts6ffnungen befindet, sich die jeweils andere Bohrung des Paares
oberhalb der Bodenplatten-Austrittséffnungen befindet. Auf diese Weise ist es
moglich, bei jeder Bewegung der Portionierplatte einen Fullvorgang durchzufiihren.
Es fallen dadurch keine Leerbewegungen mehr an.

Ist die Portionierplatte nicht nur entlang einer Achse, sondern auch entlang der
senkrechten zu dieser Achse verschiebbar, so kdnnen auf einer Portionierplatte
mehrere Muster von Portioniervolumen angeordnet werden. Somit ist es moglich,
zwischen verschiedenen Portioniervolumen zu wahlen. Zunachst kommt dabei ein
Muster von Portioniervolumen der Portionierplatte Uber den Austritts6ffnungen der
Bodenplatte (in Fig.7 als Kreise angedeutet) zum Liegen. Wird die Portionierplatte
nun um einen kleinen Betrag entlang der senkrechten Achse verschoben, so kann
auf ein anderes Lochmuster gewechselt werden. Auf diese Weise ist es maoglich,
ohne Umrustung der Vorrichtung mehrere Flllvolumina durch eine Portionierplatte zu
beflillen. Die Anordnung der unterschiedlichen Fllvolumina und somit die Muster

sind je nach Anforderung frei wahlbar.

In einer weiteren Ausfihrung handelt es sich um eine Vorrichtung bei welcher die
Anzahl der Bohrungen gleich der Anzahl der Austrittsé6ffnungen des Rahmen
und/oder der Bodenplatte ist und/oder bei welcher die Anzahl der Bohrungen gleich
der Anzahl der Probenbehaltnisse (Wells) auf der Mikrotiterplatte ist. Entgegen zur
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vorher beschriebenen Vorrichtung, mul3 bei dieser Ausfuhrung die Portionierplatte

einmal hin und wieder zurickbewegt werden, um einen Abfillvorgang durchzufihren.

Bevorzugt kann die erfindungsgemafle Vorrichtung groRer oder kleiner ausgefihrt
sein, als das zu befiillende Gefal. Somit kann entweder nur ein Teil des Gefalles
(z.B. ein Teil einer Multititerplatte) oder mehrere Gefalle (z.B. mehrere
Multititerplatten) befullt werden.

In einer bevorzugten Ausfuhrung der vorliegenden Erfindung bestehen alle Teile der
Vorrichtung aus Teflon (Polytetrafluorethylen, [C2F4],) oder einem anderen Material
(z.B. Messing), das einen geringen Reibkoeffizient von 0,05 aufweist. Bevorzugt sind
all jene Teile der erfindungsgemaflen Vorrichtung aus Materialien auszuflihren, die
bei der notwendigen Relativbewegung zweier Komponenten der Vorrichtung
aufeinander abgleiten missen und damit Effekten der Reibung und Abrasion
unterliegen. Diese Materialien kdnnen einen Reibkoeffizienten von 0,02 bis 0,15;
bevorzugt 0,03 bis 0,10; von 0,04 bis 0,08; besonders bevorzugt von 0,045 bis 0,06,
bevorzugt 0,05.

In einer besonders bevorzugten Ausflihrung besteht mindestens die Portionierplatte
aus Keramik. Bevorzugt sind aber all jene Teile der erfindungsgemafien Vorrichtung
aus Keramik auszufiuhren, die mit dem zu befiillenden Material in Kontakt kommen,
da auf diese Weise der Effekt der durch statische Aufladung verursachten Anhaftung
an die Komponenten der Vorrichtung verringert wird. Geeignet sind hierfur z.B.
Aluminiumoxid, Zirkoniumoxid oder ahnliche Materialien. Aul’er Keramik konnen
auch alle oberflachenderivatisierte Materialien verwendet werden, die ein Anhaften
des zu beflillenden Materials, zum Beispiel des Schuttguts verringern. Dies kann z.B.

durch Ausnutzung des Lotuseffekts oder ahnlichem geschehen.

Prinzipiell kdénnen flir den Aufbau der erfindungsgemaflen Vorrichtung alle
Materialien verwendet werden, die bei der Herstellung den mechanischen
Anforderungen gerecht werden. Es ist jedoch darauf zu achten, dal’ es fir
reproduzierbare Ergebnisse zu keiner Wechselwirkung zwischen zu portionierendem
Material und Vorrichtung kommen darf. Solche Wechselwirkungen koénnen
mechanischer, zum Beispiel durch Verzahnung der Partikel ineinander oder Reibung,
oder elektrostatischer Natur sein, wie zum Beispiel elektrostatische Aufladung.
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Ferner kann die erfindungsgemafe Vorrichtung eine Schubschiene enthalten, welche

die Portionierplatte aufnimmt.

In einer bevorzugten Ausflihrung kann der Rahmen so konstruiert sein, dal er als
Aufnehmer fur die anderen Komponenten fungiert. Zunéachst wird die Schubschiene
in die daflur vorgesehene Aussparung des Rahmens eingelegt. Die Schubschiene
bildet wiederum die Aufnahme fir die Portionierplatte. Als letztes Teil wird die

Bodenplatte auf die Portionierplatte aufgelegt und mit dem Rahmen verschraubt.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zum parallelen
Befillen von Gefallen mit der erfindungsgeméafen Vorrichtung.

Das erfindungsgemafie Verfahren wird in folgenden Schritten durchgefihrt:
(a) Befillen des Vorratsbehalters mit Material

(b)  Verschieben der Portionierplatte, so daf® sich die Bohrungen unterhalb der

Austrittséffnungen des Vorratsraumes befinden,

(c) Befiillen der Bohrungen,

(d) Verschieben der Portionierplatte, so dal} sich die Bohrungen Uber den

Austrittséffnungen der Bodenplatte befinden.

In einer bevorzugten Ausfihrung handelt es sich bei dem erfindungsgemalien
Verfahren um ein Verfahren zum parallelen Befiillen von Gefa3en oder Absetzen auf
beziehungsweise Belegen von planaren Oberflachen (eventuell mit Wells) bei dem
die erfindungsgemaRe Vorrichtung eingesetzt wir. Dieser Vorgang kann auch
vollautomatisch in Serie durchgefiihrt werden.

In einer Ausfihrung wird bei dem Verschieben der Portionierplatte ein Impuls
ausgeldst, der eine Erschutterung verursacht, durch welche das Material aus dem
Vorratsbehalter durch die Austrittséffnungen in die Bohrungen und/oder aus den
Bohrungen in die Mikrotiterplatte durch die Austritts6ffnungen der Bodenplatte fallt.

Im einfachsten Fall wird der Impuls durch das Verschieben der Portionierplatte
hervorgerufen. Dies kann manuell oder in automatisierter Form mittels eines Motors

durchgefuhrt werden.
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In der manuellen Ausfihrung halt der Benutzer mit einer Hand den Rahmen (und
somit auch die damit verschraubte Bodenplatte) fest und schiebt die Schubschiene
(und die in ihr liegende Portionierplatte) hin und her.

Bevorzugt wird der Impuls durch einen Reilizahnmechanismus ausgeldst. Bei dem
durch einen Reiflzahnmechanismus verursachten Impuls im System greift ein in den
Rahmen eingebrachter Zahn zunéchst in eine Nut auf der Portionierplatte ein. Wenn
nun die Portionierplatte relativ zum Rahmen bewegt wird, so springt der Zahn von
dieser Nut in eine andere, parallel dazu verlaufende Nut um, wobei durch das
Vorspannen und schlagartige Freigeben des Zahns ein kurzer Impuls erzeugt wird.

In einer anderen Ausfuhrung wird ein sequentieller Impuls aufgepragt. Dieser kann
uber Resonanzschwingung durch zum Beispiel akustische Schallgeber

hervorgerufen werden oder Uber Resonanzschwingung mittels eines Piezo-Elements.

In einer alternativen Ausfuhrung werden die Bohrungen der Portionierplatte
mechanisch entleert. Dies kann durch Ausspllen der Bohrungen mittels Druckluft
oder Flussigkeit durchfuhrt werden oder die Entleerung kann durch Einfuhren von

Stiften in die Bohrungen durchgefuhrt werden.

Selbstverstandlich ist auch eine automatisierte Ausfuhrung der vorliegenden
Erfindung maoglich, in der die einzelnen Schritte ohne manuelles Eingreifen vollzogen
werden, durch Anschlielen der erfindungsgemaflen Vorrichtung an eine

entsprechende Apparatur, die flir den Fachmann leicht herstellbar ist.

In einer anderen Ausflihrung dieses automatisierten Verfahrens kdnnen mindestens
2 oder mehrere Anordnungen von Gefalen (z. B. Mikrotiterplatten ) zum Beispiel
uber ein FlieRband unterhalb der erfindungsgemafien Vorrichtungen positioniert und

nacheinander befillt werden.

Die erfindungsgeméfe Vorrichtung wird zum Beflllen von GefaBen mit flie3fahigen
Materialien verwendet. Unter dem Begriff "flieifahige Materialien" sind
erfindungsgemal® sowohl  Flussigkeiten, Flussigkeiten enthaltende Feststoffe,
Dispersionen, als auch Feststoffe, zum Beispiel Schuttgut zu verstehen. Als
Schuttgut sind Pulver, Granulate, Kapseln, Harze, bevorzugt Beads, besonders
bevorzugt Beads, wie sie bei der Festphasensynthese z.B. von Peptiden verwendet

werden, zu verstehen.
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Hierzu zahlen Beads bzw. Harze oder auch feste Phasen, die auf Polystyrolbasis
beruhen. Es kdnnen samtliche, handelsublichen Harze (resins) eingesetzt werden,
die fur die Peptidsynthese verwendet werden. Diese werden zum Beispiel im Katalog
Novabiochem, Sigma oder von glschina, matrix-innovation.com oder Firma Rapp
angeboten. AuBerdem Harze fur "solid phase organic synthesis" (ebenfalls
Novabiochem), worunter auch die kombinatorische organische Synthese fallt.
Generell gibt es Harze mit unterschiedlichen Oberflachenmodifikationen, also
unterschiedlichen Linkermolekilen und unterschiedlichen abspaltbaren
Linkermolekulen auf der Oberflache.

Ferner sind erfindungsgemal® als Schitigut auch Beads fiur die
Olgonucleotidsynthese zu verstehen, wie z.B. Controlled Pore Glass (CPG) (von z.B.
purebiotech oder Proligo oder glenresearch). Sogenannte Dynabeads (Fa. Dynal,
Hamburg) die magnetisch und oberflichenmodifiziert sind und Streptavidin an der
Oberflache  tragen, sowie jede andere handelsubliche Art von
oberflachenmodifizierten und nicht modifizierten Beads die unter anderem fur
selektives Binden von Reagenzien verwendet werden. Letztere werden zum Beispiel

in der Affinitdtschromatographie bzw. Affinitatstrennung und -aufreinigung eingesetzt.

Als Schittgut sind weiterhin Beads einzuordnen, die auf Silica-Partikeln basieren,
oberflachenmodifiziert oder nicht modifiziert sind, (Modifizierungen: Z.B. C2-C18,
Linker, Linker mit funktionellen Gruppen wie -NH;, -OH, -COOH, Epoxy, Maleimide
etc. ). Generell zdhlen dazu alle Materialien welche fur die Auftrennung und
Chromatographie, einschliellich HPLC (Saulenmaterial z.B. der Firma Grom Analytik
+ HPLC GmbH, Fa. Merck, Fluka, Sigma etc.) erhaltlich sind.

Als Schiuttgut werden erfindungsgemaf auch alle Harze und/oder Beads bezeichnet,
die als Kationenaustauscher, Anionenaustauscher dienen, sowie alle pulverformigen
Materialien zur Anreicherung, Auftrennung und auch "Filtern"

(GréRenausschlulichromatographie) von Stoffen.
Ferner gehoren Kryobeads dazu, die zum Einfrieren von Zellen verwendet werden.

Des Weiteren sind die mit Zellen beschichteten Kryobeads, Zellen oder verkapselte,
zum Beispiel in Beads verkapselte Zellen erfindungsgemafl als Schittgut zu
verstehen. Ferner gehdéren dazu auch Harze, an denen Nukleinsauren,

Oligonukleotide, Peptide, Proteine und ahnliche Biomolekile angebunden sind.
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Da die einzelnen Komponenten des Systems wahrend der Benutzung immer
miteinander verbunden sind und kein Umsetzen von Platten notwendig ist, kbnnen
die einzelnen Komponenten mit handelsublichen Dichtmassen beschichtet und so
gegeneinander abgedichtet werden. Die Vorrichtung kann nun effizient zur
Mikrodosierung von Flussigkeiten verwendet werden. Die Flussigkeit kann im
Vorratsbehalter vorgelagert werden und auf die gleiche Art und Weise portioniert

werden.

Die erfindungsgeméafe Vorrichtung ermdglicht es, definierte Mengen von flie3fahigen
Materialien parallel direkt in geeignete Gefalle, z.B. Wells von Multititerplatten zu
portionieren. Im Gegensatz zu herkdbmmlichen, kommerziell verfugbaren Systemen
sind hierbei weder Tragermedien (wie z.B. Flussigkeiten oder Gasstrdomungen) noch
weitere Handhabungsschritte (wie z.B. Umschichten der Platten, Einstreichen der
Harze etc.) notwendig.

Mit der erfindungsgeméfien Vorrichtung kann die Portionierung zum Beispiel von
Beads in einem Schritt flir alle Wells einer Mikrotiterplatte parallel durchgefuhrt
werden. Die Portionierplatte entnimmt die Beads einem Vorratsbehaltnis, wiegt sie
auf ein verlangtes Volumen ab und stellt sie dann fur die Verteilung bereit. Dabei sind
die Vorrichtungen so konstruiert, dal® sie durch ein vorgegebenes Volumen, die
Menge an Beads abwiegt. Die Beladung der Mikrotiterplatten erfolgt nicht fir jedes
Well sequentiell, sondern fir zum Beispiel 384 Wells in einem parallelen Schritt.

In einer alternativen Ausfuhrung kann die Vorrichtung dazu verwendet werden,
lediglich einzelne Reihen zu beflllen, wodurch die gesamte Vorrichtung entweder
kleiner ausgefuhrt werden kann, oder aber der Vorratsbehalter mit einem
zusatzlichen Modul ausgestattet wird. Dieses Modul deckt nur einzelne Reihen ab.

Im Folgenden wird die Erfindung unter Bezugnahme auf die Figuren naher erlautert:

Beschreibung der Figuren:

Fig. 1:
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Die Vorrichtung besteht aus

» einem Rahmen 1, welcher als Vorratsbehalter fir das verwendete Schittgut
dient

* einer verschiebbaren Portionierplatte 2, welche Gber definierte Bohrungen 3 die

abzuwiegende Portioniermenge bestimmt

* und einer Bodenplatte 4, welche auf der eigentlichen Mikrotiterplatte aufsitzt
(oder wenig uber ihr angeordnet ist).

Ausfuhrung der Vorrichtung wie in Fig. 1 mit dem Unterschied, dal} sich in der
Portionierplatte 2 neben den Bohrungen 3 weitere Bohrungen 3a befinden, die
paarweise so angeordnet sind, dall falls sich Bohrungen 3 unterhalb der
Austrittséffnungen 1a befinden, sich die Bohrungen 3a oberhalb der
Austrittséffnungen 4a befinden und falls sich Bohrungen 3a unterhalb der
Austrittséffnungen 1a befinden, so sind die Bohrungen 3 oberhalb der
Austrittséffnrungen 4a. Auf diese Art kann wahrend der Entleerung der
Portioniervolumen bereits die Beflllung der Volumen fiir die nachste Portionierung
erfolgen.

Komponenten des Portionierers:

oben — Rahmenplatte 1 mit Austrittéffnung 1a,
zweite Zeile — Schubschiene 1',

dritte Zeile — Bodenplatte mit Austrittoffnung 4a,
unten — Portionierplatte 2 mit Bohrungen 3

jeweils Ansicht von oben (linke Spalte) und unten (rechte Spalte)
Fig.: 4
Skizze der erfindungsgemalien Vorrichtung mit Reilzahnmechanismus.

Der Portionierer besteht insgesamt aus vier Komponenten. Der Rahmenplatte 1,
welche den Vorratsraum fir die Beads zur Verfugung stellt (siehe hierzu auch Fig. 1-
3), der Schubschiene, welche die fur die Portionierung erforderliche Platte aufnimmt
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(in der Skizze nicht gezeigt, siehe hierzu auch Fig. 3), der Portionierplatte 2, die
keramische Komponente, welche die eigentliche Portionierung der Beads durchfuhrt
und der Bodenplatte 4, welche direkt auf der Mikrotiterplatte aufsitzt (oder wenig Gber
ihr angeordnet ist) und sicherstellt, dal® die Beads in die richtigen Wells gefillt

werden.

Die gleichmafige Beflllung und Entleerung der Beads wird durch das Aufprégen
eines Impulses (rote Pfeile, z.B. Reillizahn-Mechanismus) sichergestellt.

Vorversuch (Mikroskopische Aufnahme der Bohrung vor, wahrend und nach der
Befullung)

Bohrungen 3 in der Portionierplatte 2 aus Keramik, Portionierbohrung 1000 pm
Durchmesser somit Fullvolumen 100 pg

oben - Volumen vor der Beflillung,

mitte - Befullung mit Beads,

unten - Entleerung nach Aufpragen eines Impulses.,

Fig. 6:
Mengenverteilung der Beads nach Beispiel 4 auf 25 Wells in quadratischer

Anordnung.

Befillen von GefaRen mit unterschiedlichen Portioniervolumina in einer
Portionierplatte. Die Portionierplatte umfaft dabei zwei Muster mit je
unterschiedlichen Bohrungen (siehe a), kleine und grof3e Kreise). Diese sind im
Zeilenmuster angeordnet. Die Portionierplatte wird so eingelegt, da® eines der
beiden Muster wahrend des Beflillvorgangs zur Entleerung der Fillvolumina Uber
den Austrittséffnungen zu liegen kommt, das andere Muster jedoch permanent
verdeckt und verschlossen bleibt (siehe b). Wird die Portionierplatte nun um einen
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geringen Betrag in die XXX Richtung verschoben (hier als x bezeichnet), so kann auf
ein anderes Lochmuster gewechselt werden. AnschlieBend kommt das andere
Muster von Portioniervolumen (kleine Kreise) der Portionierplatte wahrend des
Betriebs Uber den Austritts6ffnungen der Bodenplatte (als groRe Kreise angedeutet)
zum Liegen. Nun ist das andere Muster permanent verschlossen (siehe c).

Im Folgenden wird die Erfindung unter Bezugnahme auf die Beispiele naher erlautert:

Beispiele:

1. Aufbau der erfindungsgeméafden Vorrichtung

Der Rahmen 1 ist so konstruiert, daf} er als Aufnehmer fiir die anderen Komponenten
fungiert. Zunachst wird die Schubschiene 1' in die dafir vorgesehene Aussparung
des Rahmens eingelegt. Die Schubschiene 1' bildet wiederum die Aufnahme fir die
Portionierplatte 2. Als letztes Teil wird die Bodenplatte 4 auf die Portionierplatte 2
aufgelegt und mit dem Rahmen verschraubt. Der Benutzer halt nun mit einer Hand
den Rahmen 1 (und somit auch die mit ihr verschraubte Bodenplatte 4) fest und
schiebt die Schubschiene 1' (und die in ihr liegende Portionierplatte 2) hin und her.

Eine beispielhafte Ausfihrung der Komponenten wird in Fig. 3 beschrieben.

Eine beispielhafte Ausfihrung mit ReiRzahnmechanismus wird in Fig. 4 beschrieben.

2. Voruntersuchung

Im vorliegenden Prototyp wurde eine parallele Befullung von funfmal flnf (25) Wells

zur Demonstration der Prinziptauglichkeit angestrebt.

Der Fuligrad entspricht dabei dem Teiler aus Fullvolumen und tatsachlich durch
Beads eingeflilltem Volumen. Er entspricht bei Annahme einer kubisch dichtesten
Packung exakt 74%. Dieser Wert wird aber in der Realitdt nicht erreicht werden
kénnen, da es fur die Beads keinen Grund gibt, sich in dichtester Packung
anzuordnen. Im oben skizzierten Versuch betrug der Flligrad 19,25%.

3. Versuche zur Reproduzierbarkeit der Be- und Entleerungsvorganges
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Das Hauptproblem dabei stellt die Anhaftung der Beads an die Oberflache der
Bohrung in Folge von elektrostatischer Wechselwirkung dar. Deshalb ist es wichtig,

die Oberflache der Bohrung entsprechend anzupassen.
3.a) Untersuchung mit dem Lichtmikroskop

Zunachst wurde untersucht, ob und wenn ja wie gut sich Beads in den Bohrungen
anlagern und ob sie sich wieder entfernen lassen. Hierfir wurden Beads auf die
Bohrungen aufgestreut, die Platte durch kurzes Antippen mit einem Impuls
beaufschlagt und die Volumenfillung im Anschlufd im Lichtmikroskop untersucht. Die
im Vorversuch verwendeten Bohrungen hatten einen Durchmesser von 1000 pm,
500 ym und 150 pm.

Die Versuchsreihe wurde mit einer Portionierplatte aus Keramik durchgefuhrt. In Fig.
5 ist das Fullvolumen mit 1000 um Durchmesser gezeigt. Die Bohrungen wurden mit
einem Laser gefertigt. Man kann deutlich sehen, daf} fur ein Flllvolumen in Keramik
mit einem Durchmesser von 1000 pm eine genugend genaue und nahezu
vollstdndige Entleerung erreicht werden kann. Im folgenden System wurde als
Portioniereinheit somit eine Keramikplatte mit Bohrungen des Durchmessers 1000
um gewahlt. Das Fullvolumen kann somit Uber die Hohe der Keramikplatte variiert

werden.

In einem Laborversuch wurde an einer 1000 ym-Bohrung in einem ZrO2-Wafer die
Prinziptauglichkeit Gberprift. Dabei wurde untersucht, ob die Beads Uber eine
geeignete Bohrung portioniert und durch einen Impuls aus dieser Bohrung auch
wieder entfernt werden kénnen. Zunachst wurden Beads des Durchmessers 100 um
auf die Bohrung aufgestreut und im Lichtmikroskop die Beflllung untersucht. Im
Anschluld wurde der Wafer angehoben und angetippt, um einen Impuls aufzupragen.
Die Entleerung der Bohrung wurde im Lichtmikroskop Uberpriuft und erfolgte

quantitativ (siehe Fig. 5).

3.b) Reproduzierbarkeit der Befiillung bei Mikrotiterplatten

Mit der erfindungsgemafien Vorrichtung wie in Fig. 1 und 3 gezeigt wurde eine
Testreihe zur Untersuchung der Tauglichkeit durchgefuhrt. Der Portionierer wurde mit
Beads beflillt, auf eine Mikrotiterplatte aufgesetzt, die Schiebevorrichtung wurde

manuell betéatigt.
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Um die Reproduzierbarkeit der Portionierung von Well zu Well zu untersuchen,
wurde der Portionierer auf eine Mikrotiterplatte aufgesetzt und 5 mal 5 Wells (25)
befullt. Hierfir wurden Beads verwendet, die fir die Festphasensynthese von
Peptiden zum Einsatz kommen, und eine Fmoc-Schutzgruppe  (9-
Fluorenylmethoxycarbonyl) tragen. Da die Konzentration der abgespaltenen Fmoc-
Gruppen durch Extinktion im UV-Spektrum nachgewiesen werden kann, konnte
dariber die Menge an eingewogenen Beads bestimmt werden. Um eine
ausreichende Menge an Fmoc-Gruppen nachweisen zu koénnen, wurde der
Portionierer 10 mal betédtigt. Pro Betatigung sollten mit der eingesetzten
Portionierplatte circa 0,1 mg Beads pro Well abgegeben werden, was bedeutet, dal}
nach 10 Betatigungen die Menge bei genau 1 mg pro Well liegen sollte. Wie Fig. 6
zeigt liegt der Mittelwert, der Uber die Abspaltung der Fmoc-Gruppe bestimmt wurde
bei 0,97 mg pro Well, die Standardabweichung betragt 0,13 mg.
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Patentanspriiche:

1.

Vorrichtung zum Befullen von Gefal3en welche
» einen Rahmen (1) mit Austrittséffnungen (1a),
» eine verschiebbare Portionierplatte (2) mit Bohrungen (3)
» und einer Bodenplatte (4) mit Austrittséffnungen (4a) aufweist.

Vorrichtung nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dal} der Rahmen (1)
als Vorratsbehalter (1) dient.

Vorrichtung nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, da® ein zusatzliches

Modul innerhalb des Rahmens als Vorratsbehalter dient.

Vorrichtung nach Anspruch 1 bei der alle Teile aus Teflon
(Polytetrafluorethylen, [C2F4]n) oder einem anderen Material mit niedrigem
Reibwert ZAHLENWERT!!! (z.B. Messing, etc.) bestehen.

Vorrichtung nach Anspruch 1 bei der mindestens die Portionierplatte (2) aus
Keramik besteht.

Vorrichtung nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet dal? die
Portionierplatte pro Austrittséffnungen (1a) und/oder (4a) jeweils paarweise
zwei Bohrungen (3) und (3a) aufweist.

Vorrichtung nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet dall die
Portionierplatte pro Austrittséffnungen (1a) und/oder (4a) jeweils mindestens
paarweise zwei Bohrungen unterschiedlichen Durchmessers (3) und (3a)

aufweist

Verfahren zum Beflillen von Gefalen bei dem eine Vorrichtung nach
Anspruch 1 eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 8 das in folgenden Schritten durchgefthrt wird:
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

(a) Beflillen des Vorratsraumes (1) mit Material

(b) Verschieben der Portionierplatte (2), so dal® sich die Bohrungen (3)
unterhalb den Austrittséffnungen (1a) des Vorratsraumes (1) befinden,

(c) Beflllen der Bohrungen (3)

(d) Verschieben der Portionierplatte (2), so daf® sich die Bohrungen (3)
uber den Austrittsd6ffnungen (4a) der Bodenplatte befinden.

Verfahren nach Anspruch 9 bei dem das Verschieben der Portionierplatte (2)
einen Impuls ausgeldst, der eine Erschitterung verursacht, durch welche das
Material aus dem Vorratsraumes (1) durch die Austrittséffnungen (1a) in die
Bohrungen (3) oder (3a) und/oder aus den Bohrungen (3) oder (3a) in die

Mikrotiterplatte durch die Austrittso6ffnungen (4a) fallt.

Verfahren nach Anspruch 10 bei dem der Impuls durch einen

Reillzahnmechanismus ausgeldst wird.

Verfahren nach Anspruch 10 bei dem ein sequentieller Impuls aufgepragt

wird.

Verfahren nach Anspruch 9 bei dem das die Bohrungen (3) und/oder (3a)

mechanisch entleert werden.

Verfahren nach Anspruch 8 dadurch gekennzeichnet, da® mehrere
Gefalleinheiten nacheinander beflllt werden, indem die jeweils folgende
Gefalleinheit unterhalb der Vorrichtung nach Anspruch 1 positioniert wird.
Dies kann manuell oder vollautomatisch erfolgen (Serienfertigung).

Verwendung der Vorrichtung nach Anspruch 1 zum Beflillen von
Gefalleinheiten mit flieBfahigen Materialien.

Verwendung der Vorrichtung nach Anspruch 1 zum Portionieren von
Flussigkeiten
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