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Beschreibung
HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0001] Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur
Aufnahme von Tierzellkolonien.

[0002] Automatisierte Vorrichtungen fir verschie-
denartige wiederholte Aufgaben in Bezug auf geneti-
sche und proteomische Untersuchungen haben wei-
te Verbreitung gefunden. Beispielsweise sind seit
mehreren Jahren automatisierte Vorrichtungen im
Handel erhaltlich, die zur Mikroanordnung von Pro-
ben, zum Aufnehmen von Bakterienkolonien oder
zum Gewinnen von Gel-Kernen dienen. Beispielhaft
beschreiben WO-A-92/1233A [7] und Johns et al [9]
einen friihen Bakterienkolonie-Aufnahmeroboter un-
ter Verwendung von festen Nadeln. Uber et al [8] be-
schreibt eine Bilddarstellung zum Identifizieren der
Koordinaten von Bakterien- oder Hefe-Kolonien, so-
wie einen separaten Aufnahmeroboter zum Aufneh-
men der Kolonien auf der Basis von mit der Bildein-
richtung erzeugten Koordinaten, wobei das Aufneh-
men durch Eintauchen einer entsorgbaren Pipetten-
spitze in die Probenflissigkeit ausgefihrt wird. Eine
Vorrichtung zum automatischen Aufnehmen von
Saugetier-Zellkolonien stand jedoch bisher nicht zur
Verflgung.

[0003] Proben von Saugetier-Zellkolonien liegen
Ublicherweise in einer von zwei Typen vor. Beim ers-
ten Typ ist die Saugetier-Zellkolonie in einem
halb-festen Medium in Suspension gehalten. Beim
zweiten Typ haftet die Saugetier-Zellkolonie auf ei-
nem Substrat und ist in einem flissigen Medium ein-
getaucht.

[0004] Ein Problem beim automatischen Aufneh-
men von Saugetier-Zellkolonien des ersten Typs liegt
im Lokalisieren, Entnehmen und Abgeben von indivi-
duellen Zell-zielkolonien aus dem halb-festen Medi-
um. Bei anhaftenden Kolonien besteht das zusatzli-
che Problem, dass die Kolonie vom Substrat abgelost
werden muss, bevor sie enthommen werden kann.
Die Standard Praktiken (nicht automatisiert) zum Ab-
I6sen von anhaftenden Kolonien sind ein Abkratzen
mit einem Skalpell oder einer andersartigen mecha-
nischen Klinge, und Aufschluss mit Trypsin. Keine
dieser Praktiken ist fiir eine Automatisierung gut ge-
eignet.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0005] Nach einem ersten Aspekt der Erfindung
wird eine Vorrichtung zur Aufnahme von Tierzellkolo-
nien zur Verfigung gestellt, die Folgendes aufweist:
ein Vorrichtungsbett zum Anordnen eines Probenbe-
halters, welcher eine Mehrzahl von in einem Medium
gehaltenen Tierzellkolonien umfasst, eine Kamera
zum Aufnehmen von Bildern der Tierzellkolonien, ei-

nen Bildprozessor zum Identifizieren von Stellen von
Tierzellkolonien anhand von aufgenommenen Bil-
dern und einen Aufnahmekopf, der unter Verwen-
dung von Positionierungsmotoren relativ zu dem Vor-
richtungsbett zu Stellen von Tierzellkolonien, die
durch den Bildprozessor identifiziert wurden, bewegt
werden kann, wobei der Aufnahmekopf zumindest
eine hohle Nadel aufweist, die durch jeweilige Fluid-
leitungen mit einer Drucksteuerung verbunden sind,
die so betreibbar ist, dass sie Mengen des Mediums
aus dem Probenbehalter in die zumindest eine hohle
Nadeln einsaugt, das Medium halt und es ausstoft,
wenn dies erforderlich ist, wodurch eine Aufnahme
von Tierzellkolonien aus dem Medium ermdglicht
wird.

[0006] Diese Vorrichtung ist vorzugsweise zum au-
tomatisierten Aufnehmen von Tierzellenkolonien so
ausgebildet, dass der Aufnahmekopf zumindest eine
hohle Nadel aufweist und tber die Vorrichtung unter
Verwendung von Positionier-Motoren bewegbar ist,
wobei ein Probenbehalter einschliellich einer Viel-
zahl von in einem Medium gehaltener Tierzellenkolo-
nien auf der Vorrichtung vorhanden ist, sowie auch
ein Ausgabebehalter. Des Weiteren ist eine Maschi-
nenbildaufnahmeeinrichtung zur Bildverarbeitung
vorgesehen, um Tierzellenkolonieanordnungen in
der Probe zu identifizieren. Mittels der Vorrichtung ist
der Aufnahmekopf bzgl. des Probenbehalters aus-
richtbar, wobei eine Tierzellenkolonie aufnehmbar ist,
indem eine der zumindest einen hohlen Nadel bzgl.
einer der Tierzellenkolonieorte ausgerichtet wird, wo-
bei ein distales Ende dieser hohlen Nadel in das Me-
dium einfiihrbar ist und die Tierzellenkolonie an dem
Ort in die hohle Nadel einsaugbar ist. Mittels der Vor-
richtung ist die aufgenommene Tierzellenkolonie
ausgebbar, indem der Aufnahmekopf tber den Aus-
gabebehalter bewegbar ist und dort die aufgenom-
mene Tierzellenkolonie in den Ausgabebehalter aus-
stolRbar ist.

[0007] Der automatisierte Prozess kann zum Sortie-
ren oder Aufnehmen von Tierzellkolonien verwendet
werden, die biologische Molekile enthalten, ausdru-
cken oder absondern, wie etwa ein Protein (Eiweil)
oder einen Kohlenwasserstoff von Interesse, und die
Uber eine Zellenabbildung erfasst werden kénnen.
Die Tierzellkolonien kdnnen optisch auf verschiedene
Arten erfasst werden, z.B. mit Hilfe von fluoreszieren-
der Farbung, nicht-fluoreszierender Farbung oder
ohne jegliche Farbung; tiber Raman-Streuung, durch
Phasenkontrast oder Verwendung von Nomarski-In-
terferenzabbildung.

[0008] Die Kolonien werden hauptsachlich aus Sau-
getier-Zellkolonien bestehen, aber auch andere Tier-
zellkolonien, wie Insekten-Zellkolonien kénnen auf-
genommen werden. Die Ziel-Tierzellkolonien kdnnen
anhand einer Vielzahl von Eigenschaften unterschie-
den werden, wie etwa Form, GroRRe, Farbe oder mo-

2/24



DE 60 2004 010 578 T2 2008.05.21

lekularer Inhalt der Zelle, der Membran oder deren
Ausscheidungen oder durch eine beliebige Kombina-
tion mehrerer Eigenschaften.

[0009] Der Aufnahmeschritt kann ein Wiederholen
der Ausrichtungs- und Ansaugschritte fir mehrere
der hohlen Nadeln umfassen um mehrere der Tier-
zellkolonien aufzunehmen.

[0010] Der Abgabebehalter kann eine Anordnung
von Titern (Mulden) umfassen, die in einem charakte-
ristischen Abstand zueinander angeordnet sind. In
diesem Fall wird es bevorzugt, dass auch die hohlen
Nadeln in diesem charakteristischen Abstand zuein-
ander angeordnet sind, damit der Abgabeschritt par-
allel fur alle hohlen Nadeln ausgefiihrt werden kann.
Es ist glinstig, wenn die hohlen Nadeln in einem cha-
rakteristischen Abstand angeordnet sind, der mit ei-
nem Standartabstand fur Titerplatten tbereinstimmt.
Dies vermindert die Bewegung des Aufnahmekopfes
und erlaubt es den Prozess zu Parallelisieren.

[0011] Die Tierzellkolonien kdnnen mit einem fluo-
reszierenden Eiweil3/Protein (FP) kontaktiert sein
oder dieses ausdrucken, z.B. ein griin fluoreszieren-
des Protein (GFP), um die Bildverarbeitung zu unter-
stitzen. Das FP kann in den Zellen vorliegen, auf der
Oberflache der Zellen oder in das die Zellen umge-
bende Medium abgesondert sein. Der Prozess kann
auf jedem Molekil beruhen, das mit einem Antikor-
per, einem Liganden oder einem Rezeptor detektier-
bar ist.

[0012] Der Aufnahmekopf kann in vorteilhafter Wei-
se einen Antriebsmechanismus zur Erzeugung von
seitlichen Oszillationen der distalen Enden der hoh-
len Nadeln umfassen, um das Ablésen von anhaften-
den Tierzellkolonien zu erleichtern.

[0013] Zum Beispiel kann der Antriebsmechanis-
mus so ausgelegt werden, dass er eine Drehbewe-
gung der distalen Enden der hohlen Nadeln bewirkt.
Andere Arten der Bewegung, etwa linear, sind auch
moglich.

KURZE BESCHREIBUNG DER FIGUREN

[0014] Zum besseren Verstandnis der Erfindung
und um zu zeigen, wie sie ausgefuhrt werden kann,
wird beispielhaft auf die Zeichnungen verwiesen, die
zeigen:

[0015] Fig. 1 ist eine perspektivische Ansicht einer
Vorrichtung nach der Erfindung

[0016] Fig. 2 ist eine perspektivische Ansicht der
Vorrichtung

[0017] Eig. 3 zeigt Einzelheiten eines Lichttisch-Be-
leuchtungssystems der Vorrichtung

[0018] Fig. 4 ist eine schematisierte Seitenansicht
der optischen Anordnung der Vorrichtung

[0019] Fig. 5 ist eine perspektivische Ansicht des
Aufnahmekopfes der Vorrichtung

[0020] Fig. 6 ist perspektivische Ansicht einer hoh-
len Nadel des Aufnahmekopfes mit dem zugehdérigen
Antriebsmechanismus

[0021] Fig. 7 ist ein schematisierter Schnitt durch
die hohle Nadel und den Antriebsmechanismus von
Fig. 6 im Betrieb

[0022] Fig. 8 stellt eine Folge von schematischen
Darstellungen der Schritte bei der Aufnahme von an-
haftenden Tierzellkolonien

[0023] Fig. 9 ist eine schematisierte Zeichnung der
Fluid-Bauteile (fluidics) der Vorrichtung

[0024] Fig. 10 ist ein schematisches Blockdia-
gramm der Steuerung der Vorrichtung

[0025] Fig. 11 ist ein Flussdiagramm eines mittels
der Vorrichtung durchgeflihrten beispielhaften Pro-
zesses

[0026] Fig. 12 ist ein Flussdiagramm des Zellkolo-
nieaufnahmeteils des Prozesses von Fig. 11.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG

[0027] Fig. 1 zeigt eine perspektivische Ansicht des
unteren Teils einer Vorrichtung nach der Erfindung.
Der obere Teil ist nicht dargestellt, um das Vorrich-
tungsbett 10 sichtbar zu machen. Eine Lichttischplat-
te 12 aus einem durchscheinenden Material, bekannt
als Opalacryl, ist bindig mit dem Vorrichtungsbett 10
montiert. Die Lichttischplatte 12 kénnte auch aus ei-
nem anderen durchscheinenden Akryl- oder Glasma-
terial bestehen, z.B. gesandstrahltem Glas oder Per-
spex (Plexiglas).

[0028] Ein Satz von Stiften oder Klammern 14 (vier
in dieser Figur) ist um den Umfang der Lichttischplat-
te 12 vorgesehen. um Behalter fiir biologische Pro-
ben, wie Petrischalen, die Zellkolonien enthalten, auf
dem Lichttisch anzuordnen und zu fixieren. Die Kolo-
nien kénnten auch in Q-trays, omni-trays oder belie-
bigen anderen geeigneten Behaltern bereitgestellt
werden. Die Lichttischplatte 14 wird von unten her
von optischen Einrichtungen beleuchtet, die unter
dem Vorrichtungsbett in dem von dem Hauptbett 16
zur Verfigung gestellten Raum angeordnet sind.

[0029] Die Tierzellkolonien kdénnen menschliche
Zellkolonien oder andere Saugetier-Zellkolonien oder
Insektenzellkolonien sein. Die Zellen kbnnen z.B. un-
sterblich, embryonisch oder Stammzellen sein. Typi-
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scherweise wirden die Zellkolonien in Gewebekultur
gezogen.

[0030] Die Vorrichtung hat einen Aufnahmekopf 18
zum Aufnehmen von Saugetier-Zellkolonien, der
Uber das Hauptbett der Vorrichtung durch x-y- und
z-Positionierungsmotoren 20, 22 und 24 bewegbar
ist. Der gezeigte Aufnahmekopf 18 umfasst eine An-
ordnung von hohlen Nadeln 26, von denen jede mit
einer Fluidleitung verbunden ist. In einem Beispiel hat
der Aufnahmekopf 18 eine 1 x 8 Anordnung von Na-
deln, wobei jede hohle Nadel 26 ihre eigene Fluidlei-
tung 28 besitzt, zum Ansaugen und Abgeben einer
Zellkolonie um die Zellkolonie aus einem Behalter zu
entnehmen gefolgt von Ablegen der Zellkolonieprobe
in einer Titer 29 oder einen anderen Zielort. Es durfte
klar sein, dass normalerweise mehrere Titerplatten
verwendet werden, obwohl nur eine aus Grinden der
Einfachheit dargestellt ist. Ein Raster von Titer-Auf-
nahmemulden kann auf dem Hauptbett der Vorrich-
tung zur Verfligung gestellt werden. Es kann auch
eine Automatisierung der Handhabung der Titerplat-
ten vorgesehen sein, z.B. als ,Hotel"-System, oder
einen voll-automatischen Titerplatten Stapler und Zu-
fuhrer, wie aus dem Stand der Technik bekannt ist.
Der Aufnahmekopf 18 wird von dem z-Positionierer
getragen, der seinerseits vom y-Positionierer getra-
gen wird und dieser wiederum vom x-Positionierer.
Der Aufnahmekopf 18 ist auf einer Seite mit einer Ka-
mera 19 flr eine maschinelle Bildaufnahme verse-
hen. Die Kamera 19 kann mit einem Zoom-Objektiv
oder mit Wechselobjektiven ausgestattet sein, um
verschiedene VergréRerungen und damit Auflésun-
gen zu erzielen. Alternativ kann eine weitere (nicht
gezeigte) Kamera auf dem Aufnahmekopf 18 mon-
tiert sein, so dass zwei Kameras mit verschiedener
Objektiv-VergrolRerung vorhanden sind. Eine fur
niedrige Auflésung und groRRes Gesichtfeld und die
andere fiur ein kleines Gesichtsfeld mit hoher Aufl6-
sung. im Gebrauch wird die Kamera mit niedriger
Auflésung benutzt, um die gesamte Petrischale oder
anderen Behalter zu erfassen (kartieren) um die Orte
von Zellkolonien zu identifizieren/ermitteln. Dann
wird die Kamera mit der hohen Auflésung eingesetzt,
um jede Kolonie abzubilden. Selbstverstandlich kann
ein ahnliches Vorgehen auch mit einer einzigen am
Aufnahmekopf 18 montierten Kamera mit veranderli-
cher VergroéRerung durchgefiihrt werden.

[0031] Benachbart zum Aufnahmekopf 18 kann am
z-Positionierer auch ein (nicht gezeigter) Greifer fur
Titerplatten befestigt sein, der es erlaubt Titerplatten
auf dem Hauptbett der Vorrichtung herum zu bewe-
gen.

[0032] Eine einzelne Titerplatte 29 ist beispielhaft
auf dem Hauptbett der Vorrichtung dargestellt. Das
Hauptbett kann mit Stationen fur Titerplatten und
Schalen fiir Kolonien von verschiedenen Standart Ty-
pen versehen sein.

[0033] Nachdem aufgenommene Zellkolonien in
ihre Titer abgegeben wurden, missen die hohlen Na-
del gereinigt werden, bevor sie benutzt werden kon-
nen, um weitere Zellkolonien aufzunehmen, um eine
Kreuz-Kontamination zu vermeiden. Zum Reinigen
der Nadeln wird eine Wasch- und Trockenstation 2
verwendet. Der Waschteil umfasst ein erste und ein
zweites Bad 4 und 6. Der Trockenteil besteht aus ei-
ner Kammer zum Geblasen der Nadeln mit Luft und
bevorzugt auch aus Halogen- oder anderen Lampen.
Die Lampen dienen zum Sterilisieren und Trocknen
der Nadeln durch Erhitzung. Das Geblase kann das
Trocknen unterstitzen, aber wenn Lampen vorhan-
den sind, dient er hauptsachlich zum Kiihlen der Na-
deln nach der Erhitzung.

[0034] Nach Beendigung eines Durchgangs bewe-
gen die x-, y- und z-Positionierer 20, 22 und 24 den
Aufnahmekopf 18 zur Wasch- und Trockenstation 2.
Die Nadeln werden in das erste Waschbad 4 abge-
senkt und eingetaucht, das Wasser oder eine Was-
ser/Bleichemischung enthalt. Das erste Waschbad 4
kann mit aufrecht stehenden Biirsten, die in der Rei-
nigungsflissigkeit eingetaucht sind, versehen sein.
In diesem Fall werden die x- und y-Positionierer ver-
wendet um die Nadeln in einer drehenden Bewegung
in der xy-Ebene uber die Birsten zu bewegen. Bevor-
zugt werden die Nadeln auch mit einer sterilisieren-
den Lésung, wie etwa Bleiche, durchspilt. Der Auf-
nahmekopf 18 wird dann zu dem zweiten Bad 6 be-
wegt, das beispielsweise Ethanol zur weiteren Reini-
gung enthalt. Ethanol wird im letzten Bad im Hinblick
auf seine Flichtigkeit verwendet, da dies das nach-
folgende Trocknen der Nadeln unterstiitzt. Die be-
stimmten Reinigungsmittel sind lediglich erwahnt, um
konkrete Beispiele zu geben. Andere Reinigungsmit-
tel werden manchmal verwendet.

[0035] Der Aufnahmekopf wird dann Uber die Trock-
nungsstation 8 bewegt. Wenn vorhanden werden die
Halogenlampen zu diesem Zeitpunkt eingeschaltet,
um die nadeln zu Erwarmen/Erhitzen. Ein Luftgebla-
se wird dann eingeschaltet, um die Nadeln zu trock-
nen und/oder um sie auf Umgebungstemperatur zu
Kahlen, wenn sie durch die Halogenlampe erwarmt
wurden.

[0036] Das Hauptbett kann auch andere Standar-
tausristungen umfassen, wie einen Abfallschacht,
eine Vorrichtung zum Entfernen der Deckel von Titer-
platten, einen Titerplatten-Schittler oder ein Titerplat-
ten-Hotel. Keine von diesen ist gezeigt. Die Vorrich-
tung kann auch mit einem automatischen Titerplat-
ten-Zufuhr- und Stapelmechanismus versehen sein,
desgleichen mit einem automatischen Zufuhr- und
Stapelmechanismus fir Schalen, die Zellkolonien
enthalten. Keine von diesen ist gezeigt.

[0037] Fig. 2 ist eine perspektivische Ansicht einer
Vorrichtung nach der Erfindung. Im Vergleich zu
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Fig. 1 zeigt die Vorrichtung auch den oberen Teil der
Maschine. Der obere Teil ist hauptsachlich aus einem
licht- und gasdichten Gehause/Deckel 30 mit zwei
Seiten 32, einer Ruckwand 34 und einem Abdeckung
36. Eine sogenannte hochleistungs Luftpartikel (HE-
PA)-Filtereinheit 35 ist auch auf der Abdeckung 36
montiert. Das Arbeitsvolumen der Vorrichtung, das
vom Hauptbett 10 und dem Gehduse 30 umschlos-
sen ist, kann in einer kontrollierten Umgebung im We-
sentlichen frei von kontaminierenden Partikeln gehal-
ten werden. Dies geschieht durch die Zufuhr von ge-
filterter Luft durch die HEPA-Filtereinheit 35 in das Ar-
beitsvolumen und durch Halten des Arbeitsvolumens
unter einem geringen Uberdruck, so dass ungefilterte
Luft aus der Umgebung daran gehindert ist, in das Ar-
beitsvolumen einzudringen.

[0038] Auf der Vorderseite der Maschine befindet
sich eine mit Scharnieren versehene Tir 38, um den
Zugang zu erlauben. Auf der Abdeckung 36 ist eine
Detektoreinheit 40 angeordnet, die einen Matrix-De-
tektor, in Form eines CCD-Chips, und zugehorige Ab-
bildungsoptik in Form eines Objektivs und geeigneter
Filter enthalt. Die Abbildungsoptik ist so konstruiert,
dass sie die obere Flache der Lichttischplatte als Ab-
bildungsebene besitzt, oder eine geringfiigig hdhere
Ebene, um die Ubliche Dicke der Basis einer Schale
fur Zellkolonien zu berlcksichtigen. Der CCD-Chip
kann mit einem Peltier-Kiihler (nicht gezeigt) gekihlt
werden um Rauschen zu reduzieren. Falls eine nied-
rigere Arbeittemperatur erwiinscht ist, um das Rau-
schen noch weiter zu vermindern, kénnte ein kryoge-
nes Kihimittel, wie flissiger Stickstoff, verwendet
werden, beispielsweise mit einem Kryostaten mit ge-
schlossenem Kreislauf. Der Matrix-Detektor muss
kein CCD sein und kdnnte ein beliebiger, geeigneter
zweidimensionaler Matrix-Detektor sein, wie eine
Vielkanalplatte (multi channel plate MCP). Der Ma-
trix-Detektor kann gekuhlt sein, z.B. mit einem Pel-
tier-Modul oder mit einem kryogenen Kuhimittel, wie
flissigem Stickstoff.

[0039] Die Detektoreinheit 40 ist in einem zylindri-
schen Gehause enthalten, das aufrecht auf der Ab-
deckung der Maschine verschraubt ist, so dass die
optische Hauptachse ,,0" der Detektoreinheit senk-
recht zu der Ebene des Hauptbetts der Vorrichtung
steht. Optischer Zugang zu dem darunter liegenden
Lichttisch wird durch eine Offnung im Dach ermdg-
licht.

[0040] Fig. 3 zeigt Einzelheiten eines Lichttisch-Be-
leuchtungssystems der Vorrichtung nach der Erfin-
dung. Die Zeichnung ist eine perspektivische Ansicht
von einer Seite der Maschine von einer Position, die
nach unten und durch die Ebene des Hauptbetts der
Maschine blickt, jedoch ohne das Hauptbett zu zei-
gen. Die Ebene des Hauptbetts (und die Lichttisch-
platte) ist mit dem Bezugszeichen 10 markiert. Der
Hauptteil des Beleuchtungssystems ist eine

(Licht)Quelleneinheit 50, mit rechteckigem Grundriss
und mit Abmessungen, die in etwa denjenigen der
Lichttisch Beleuchtungsplatte (z.B. 300 x 200 mm)
entsprechen und die eine Dicke von ungefahr 20 mm
hat. In der Basis der Lichtquelleneinheit ist eine
Mehrzahl von blauen Licht emittierenden Dioden
(LEDs) angeordnet, die Licht mit einer nominalen
mittleren Wellenlange von 473 nm abstrahlen. (In an-
deren Ausfihrungsformen kénnten LEDs mit hiervon
verschiedener Farbe verwendet werden). Die LEDs
sind in vier Gruppen 52 (gestrichelte Linien) angeord-
net, wobei jede Gruppe eine verpackte Einheit von
100 oberflachenmontierten LEDs mit integrierter
Fresnellinse umfasst. Alternativ kdnnten einzelne
LEDs verwendet werden, die Uber die Flache der
Lichtquelleneinheit verteilt sind. Uber den LEDs und
die gesamte Flache der Lichtquelleneinheit Gberde-
ckend befindet sich eine Filterplatte (nicht gezeigt)
gefolgt von einem schichtfdrmigen, holographischen
Diffusor 54. Der holographische Diffusor ist eine Plat-
te aus Kunststoffmaterial mit einer mikrostrukturier-
ten Oberflachenreliefstruktur, die durch einen Prage-
prozess unter Verwendung eines holographisch er-
zeugten Pragewerkzeugs hergestellt wird (vgl. hierzu
US 5,534,386: Physical Optics Corporation (6)). Der
Diffusor homogenisiert das Licht der LEDs, so dass
die Intensitatsverteilung des LED-Lichts auf der
Lichttischplatte ausgeglichen ist. Auf beiden Seiten
der der Lichtquelleneinheit sind Lichtstreifeneinhei-
ten 56 angeordnet, um eine Weilllichtbeleuchtung
der Lichttischplatte fir Kontrastabbildung bereitzu-
stellen.

[0041] FEig. 4 stellt eine schematische Seitenansicht
dar, welche die optische Auslegung zeigt. Im oberen
Teil der Figur kann man die Detektoreinheit 40 sehen,
welche auf der Abdeckung 36 befestigt ist. Die Detek-
toreinheit 40 enthalt einen CCD-Chip 42 mit zugeord-
neter Sammeloptik 44 welche schematisch als eine
einzige Objektivlinse dargestellt ist. Es versteht sich,
dass jegliche geeignete Linsen(oder Spiegel)-Kombi-
nation verwendet werden kann, um die Lichttischplat-
te auf der aktiven Oberflache des CCD-Chip darstel-
len zu kénnen. Die optische Achse ,U" der Detektor-
einheit 40 ist ebenfalls gezeigt. Die Detektoreinheit
40 weist auch ein Filter 46 auf. Dies ist ein Bandpass-
filter zum Filtern der LED-Emission. Eine mittlere
Wellenlange von 620 nm mit 35 nm Bandpass ist fur
die zuvor erwahnten blauen LED's ausgewahit. Es
versteht sich, dass im Allgemeinen eine geeignete
Auswahl eines Bandpasses oder eines Abtrennfilters
bzgl. der Emission der LED's getroffen werden kann
und die Erregungs- und Emissionsbander der fluo-
reszenten Farbe zu nutzen. Dariber hinaus kann bei
gewissen Anwendungen z.B. mit Kontrastdarstellung
ein Filter entbehrlich sein. In der Mitte der Figur sind
die Lichttischplatte 12 und Tischklammern 14 darge-
stellt, wobei die Lichttischplatte 12 im Allgemeinen in
der Ebene des Hauptbettes der Vorrichtung liegt. Im
untern Teil der Figur ist die Lichtquelleneinheit 50 mit
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ihnren LED's 52, dem Filter 53 und dem Diffuser 54 ge-
zeigt. Das Filter 53 ist ein gefarbtes Bandpasshaupt-
filter einer solchen Art, welche fur elektrisches Leuch-
ten verwendet wird, welches beim vorliegenden Bei-
spiel blau ist, in welchem blaue LED's verwendet wer-
den. Das Filter 53 ist wirksam zum Entfernen uner-
wilnschter Bestandteile der LED-Emission. Insbe-
sondere hat sich (im Fall von) bei blauen LED's her-
ausgestellt, dass ein kleiner Anteil der LED's durch
das Emittieren von Wellenlangenbestandteilen au-
Rerhalb des blauen in den griinen und den roten eine
Fehlfunktion besitzt. Ein unterschiedliches Farbfilter
kann in Abhangigkeit von den Ausgangswellenlan-
gen der verwendeten LED's gewahlt werden. Die
winklig angeordneten Streifenlichteinheiten 56 sind
ebenfalls klar ersichtlich.

[0042] Eine CCD-Belichtungszeit von etwa 10 Se-
kunden bis 3 Minuten ist normalerweise ausreichend,
um Zellkolonien darzustellen. Die Belichtungszeit
wird von einer Anzahl von Faktoren abhangig sein,
z.B. vom verwendeten Farbtyp. Eine brauchbare Far-
be ist trypan-blau. Die Belichtungszeit ist proportional
der Bestrahlungsintensitat, so dass die Belichtungs-
zeit reduziert werden kann, indem eine intensivere
Bestrahlung von weien Lichtquellen, Lasern oder in
LED's verwendet wird.

[0043] Fig. 5 ist eine perspektivische Ansicht, wel-
che einen Teil des Aufnahmekopfes 18 mit gréRerem
Detail zeigt. Die Endabschnitte der hohlen Nadeln 26
sind sichtbar, indem sie durch den Boden ihrer Ge-
hauseteile hindurch dringen. Das hohle Innere der
Nadeln erstreckt sich nach oben und dann durch eine
rechtwinklige Biegung, um an Zapfen 27 zum An-
schluss flexibler Fluidleitungen (in Fig. 5 nicht ge-
zeigt, jedoch angedeutet in Fig. 1). Es soll ebenfalls
festgestellt werden, dass der Aufnahmekopf 18 mit
den Nadeln als ein einziges Stlick entfernt und in ei-
nem Autoklav zur Sterilisation behandelt werden. Ein
automatisierter Kopfaustausch kann ebenfalls vorge-
sehen sein, wie z.B. in US 10/144,763 von Ruddock
beschrieben, dessen Inhalt hier durch Bezugnahme
eingeschlossen ist. Zahlreiche Mehrfachkopfanord-
nungen werden in Betracht gezogen. Um z.B. die Ge-
schwindigkeit zu erhéhen, kénnen zwei Kdpfe ahn-
lich dem in Fig. 5 gezeigten, vorgesehen sein. Wah-
rend einer dieser Képfe angewendet wird, kann der
andere in einer automatisierten Wasch-/Trocknungs-
station gereinigt werden, wodurch Totzeit eliminiert
wird, welche ansonsten wahrend der Kopfsterilisation
auftreten wirde, wie es in US 10/298, 948 von El-
verd, Haslam und Ruddock beschrieben ist, dessen
Inhalt hier durch Bezugnahme eingefligt wird. Eine
weitere Mdglichkeit besteht darin, ein Speziallisten-
bildkopf zum Tragen der Kamera (oder Kameras)
vorzusehen. Indem ein separater Bildkopf vorgese-
hen wird, wird das Gewicht der Koépfe reduziert, wo-
durch die Geschwindigkeit erhdht wird, mit welcher
sie gescannt werden kénnen und wodurch Uberlast-

probleme verhindert werden. Dies kann besonders
nutzlich sein, wenn der Bildkopf weitere Teile enthalt
wie z.B. sein eigenes Spektrometer oder mehrere
Kameras.

[0044] Fig. 6 stellt eine perspektivische Ansicht von
einer der Nadeln 26 in grolkerem Detail dar. Sowie die
Nadel ist auch ein Elektromotor 60 gezeigt, welcher
langs der Nadel 26 angebracht ist. Die hohle Nadel
26 weist sowohl aullere als auch innere Nadeln 62
und 64 auf, wobei die innere Nadel 64 koaxial im In-
nern der duferen Nadel 62 angeordnet ist. Beide Na-
deln sind aus nicht rostendem Stahl hergestellt. Die
innere Nadel 62 bildet das Ende des Fluidweges,
welcher die flexible Leitung enthalt. Der Elektromotor
60 ist mit der inneren Nadel 64 Uber einen Verbin-
dungsstab 66 verbunden, welches mittels einer an
dem Motor 60 montierten Kurbel angetrieben wird.
Der Motor treibt somit die innere Nadel 62 an, sodass
sie eine Drehbewegung ausfiihrt, wobei die Bewe-
gung durch Biegen der inneren Nadel 64 aufgenom-
men wird.

[0045] Bei dem vorliegenden Ausfiihrungsbeispiel
weist die innere Nadel 64 einen Innendurchmesser
von 0,7 mm und einen AuRendurchmesser von 1,07
mm auf. Die duRere Nadel 62 ist 35 mm lang und hat
einen 5 mm Aullendurchmesser, wobei sie sich auf
4,2 mm an ihrem Ende verjingt, sowie einen Innen-
durchmesser von 3,2 mm. Diese Abmessungen sind
geeignet zum Aufnehmen von Zellkolonien einer mitt-
leren GréRRe von etwa 0,5 mm.

[0046] Fig. 7 ist ein schematischer Schnitt der Na-
del 26 und des Motors 60, wobei die Nadel im Ge-
brauch zum Aufnehmen benachbarter Zellkolonien
gezeigt ist. Die innere und die dullere Nadel 64 und
62 sind zu sehen, sowie der Motor 60 und der Verbin-
dungsstab 66. Wie ersichtlich ist das Ende der inne-
ren Nadel 64 axial im Inneren des Endes der duReren
Nadel 62 um einen Abstand d1 zuriickgesetzt. Bei
dem vorliegenden Ausflihrungsbeispiel sind Werte
von d1 = 0,25 - 0,5 mm verwendet worden. Weitere
Werte im Bereich von 0, 1 bis 2 mm sind anwendbar,
und zwar in Abhangigkeit von den relevanten Para-
metern wie z.B. mittlerer KoloniegréRe und Flissig-
keitsviskositat. Die Figur zeigt die Nadel 26 abge-
senkt in Position zur Aufnahme einer benachbarten
Zellkolonie 74. Die Nadel 26 ist derart abgesenkt,
dass das distale Ende der duBeren Nadel 62 in die
Flissigkeit 72 eingetaucht und um einen kleinen Be-
trag d2 von der oberen Oberflache der Probenbehal-
terbasis (Substrat) 76 versetzt, auf welchen die Zell-
kolonien wachsen. Bei vorliegenden Ausfihrungsbei-
spiel ist d2 zwischen etwa 0 (d.h. Antreffen gegen die
Platte 76) und 0,5 mm variiert, obwohl groRRere Ver-
setze in Betracht gezogen werden kénnen, z.B. bis
zu 2 mm. Dabei sind Werte von 0 (d.h. Antreffen), 0,1
mm und 0,2 mm ublich. Die Nadel 26 ist auch mit der
Zellkolonie 74 ausgerichtet, wie es durch die xy-Ko-
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ordinaten der Kolonie bestimmt ist, welche durch das
Bild der mit der Kamera 40 aufgenommenen und der
nachfolgenden Bildverarbeitung bestimmt wurde.

[0047] In der dargestellten Position ist der Motor 60
so betatigt, dass das Ende der inneren Nadel 64 os-
zilliert, wodurch eine Turbolenz in der Flussigkeit 72
erzeugt wird. Eine Oszillationsfrequenz von etwa 100
Hz ist erfolgreich verwendet worden. Andere Fre-
quenzen dirften wahrscheinlich auch funktionieren.
Die durch diese Bewegung erzeugten Krafte haben
sich als ausreichend herausgestellt, um die Zellkolo-
nie zu entnehmen und ein Einsaugen der entnomme-
nen Zellkolonie in die hohle Nadel zu erméglichen,
welche, wie zuvor erwahnt, das Ende der Kapillare 70
bildet. Die innere Nadel 64 ist durch einen Flansch 68
gehalten, welcher in die Oberseite der dulReren Nadel
62 passt und eine mittige Durchgangsbohrung auf-
weist, durch welche die innere Nadel 64 in in einem
Schiebegleitsitz hindurchlauft.

[0048] Im Fall von nicht benachbarten Kolonien,
welche in einem halbfesten Wachstumsmedium sind,
versteht es sich, dass die Kolonien nicht an der Platte
haften, sodass keine Notwendigkeit zum Vibrieren
der Nadel gegeben ist.

[0049] Fig. 8 stellt eine Reihe von schematischen
Darstellungen A-E dar, welche die verschiedenen
Schritte beim Aufnehmen einer ausgewahlten Sau-
getierzellkolonie veranschaulicht. In der Darstellung
A ist die Nadel 70 Uber einer benachbarten Zielkolo-
nie 74 abgesenkt, welche in einer Flissigkeit 72 ein-
getaucht ist, und zwar nach Ausrichtung der xy-Koor-
dinaten. In der Darstellung B ist die Nadelspitze direkt
Uber der Kolonie bereit zum Ausfihren des Aufnah-
mevorganges eingetaucht. Die Darstellung C zeigt
die Situation nach der vibrationsinduzierten Aufnah-
me, bei welcher das Einsaugen stattfindet. Eine Flis-
sigkeitssaule, in welcher die Kolonie in Suspension
ist, wird nach oben in die Nadel gezogen, indem der
Druck in der Nadel abgesenkt wird. Die Darstellung D
zeigt die Situation, nachdem die Nadel aus dem Pro-
benbehalter angehoben worden ist. Die Kolonie wird
unter einem Druck, welcher geringer als der Atmos-
phéarendruck ist, welcher in der Nadel aufrecht erhal-
ten wird, gehalten. Der Aufnahmekopf kann dann
Uber eine Titerplatte zum Ausgegeben werden. Die
Darstellung E zeigt die Situation, in welcher das Ende
der Nadel in einen Titer einer Titerplatte abgesenkt
worden ist und die Kolonie aus der Nadel durch An-
heben des Druckes in der Nadel ausgesto3en wor-
den ist, wodurch der Zellaufnahmevorgang beendet
wird.

[0050] Die obige Beschreibung bezieht sich auf ein
Beispiel einer benachbarten Kolonie. Es versteht
sich, dass, wenn eine Kolonie in Suspension, eine
vereinfachte Form desselben Prozesses ausgefiihrt
werden kann, bei welchem die mit der Entnahme ei-

ner benachbarten Kolonie verbundenen Schritte aus-
gelassen sind. Es versteht sich auch, dass einige der
Teile der Vorrichtung im Fall der Aufnahme von Zell-
kolonie aus einer Suspension redundant sind und
weggelassen werden kdénnen, falls die Maschine
nicht die Fahigkeit zum Handling benachbarter Kolo-
nien bendtigt. Z.B. kann die auRere Nadel wie auch
der Motor und damit verbundene Antriebsteile weg-
gelassen werden.

[0051] Fig.9 ist eine schematische Zeichnung der
fur die Flussigkeit vorgesehene Elemente der Vor-
richtung. Eine der Nadeln 26 ist verbunden mit seiner
Flissigkeitsleitung 28 gezeigt, welche aus einer fle-
xiblen Leitung hergestellt ist, welche zu einer an dem
Gehause einer flr die Flussigkeiten bendtigten Ein-
heit 86 montiert ist. (Die Sammelleitung 81 wird zum
Aufnehmen samtlicher Fluidleitung 28 verwendet,
obwohl nur eine einzige gezeigt ist.) Die Sammellei-
tung 81 nimmt auch eine weitere Fluidleitung 101 von
einem Flissigkeitszufuhrgefald 103 lber eine Fluid-
leitung 101 auf, welche die Flussigkeit in das Zufuhr-
gefald 103 Uber einen abgedichteten oberen Flansch
105 einleitet. Die FlUssigkeit in dem Behalter 103
kann unter Druck gehalten sein. Im Innern der die
Flussigkeit betreffenden Einheit 86 ist die Flissig-
keitszufuhr von der Sammelleitung 81 Uber eine Flu-
idleitung 99 zu einem normalerweise offenen (NO)
Anschluss 93 eines Ventils 85 verbunden, und die an-
dere Seite des Fluidweges, welcher zu der Nadel 26
fuhrt, ist von der Sammelleitung 81 Gber eine Fluidlei-
tung 97 zu einem normalerweise geschlossenen
(N.C.) Anschluss 89 des Ventils 85 verbunden. Die
fur die Flussigkeiten vorgesehene Einheit 86 schlie3t
auch eine Pumpe 83 ein, welche eine hin- und herge-
hende Kolben/Zylinderpumpe welche eine Verbin-
dung uber eine Fluidleitung 95 zu einem gemeinsa-
men Anschluss (COM) 87 des Ventils 85 herstellt.
Das Ventil 85 sowie auch die Pumpe 83 sind mit einer
fur die Flussigkeiten vorgesehenen Steuereinheit 84
mittels elektrischer Steuerleitungen verbunden. Die
fur die Flissigkeiten vorgesehene Steuereinheit 84
ihrerseits ist mit einem Steuercomputer verbunden
und durch diesen angetrieben (nicht in dieser Figur
gezeigt).

[0052] Im Gebrauch wird das Ventil 85 wie folgt ge-
steuert. Wenn das Ventil 85 in seiner Ruhezustand
ohne Inputs ist, ist der NO-Anschluss 93 offen, und
der N.C.-Anschluss 89 ist geschlossen. Dies verbin-
det die hin- und hergehende Pumpe mit dem Fluidge-
fak 103, sodass es Flissigkeit aus dem Reservoir
mittels einer geeigneten Abwartsbewegung des
Pumpenkolbens in seinem Zylinder ziehen kann. An-
dererseits, wenn das Ventil 85 in seinem betatigten
Zustand mit einem energetisierenden Input-Signal
ist, ist der NO-Anschluss 93 geschlossen, und der
N.C.-Anschluss 89 ist offen. Dies verbindet die hin-
und hergehende Pumpe 83 mit der Nadel 26, was es
der Flussigkeitssaule in dem Fluidweg, welcher
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durch die Elemente 26, 28, 97 und 95 erlaubt, die je-
weilige Richtung durch die Bewegung des Pumpen-
zylinders bewegt zu werden. Dies gewahrleistet die
Feinsteuerung zum Einsaugen und Ausstof3en von
Tierzellenkolonien, was schematisch in Fig. 8, wie
zuvor beschrieben, gezeigt ist. Das Anheben des
Kolbens erméglicht auch ein Durchspllen des Fluid-
weges wahrend des Reinigens. Zum Reinigen kon-
nen die Fluidgefafe von Hand ausgetauscht werden.
Alternativ kann ein automatisiertes Schalten zwi-
schen verschiedenen Fluidbehaltern unter Verwen-
dung zusatzlicher computergesteuerter Ventile vor-
gesehnen sein. Gegebenenfalls kann ein unter Druck
stehender Gasbehalter als ein Fluidgefal (z.B. zum
Reinigen mit Druckgas) vorgesehen sein, sodass die
FluidgefaRe nicht notwendigerweise Flissigkeit ent-
halten missen. Es versteht sich, dass die Gefalie
103 von einer Vielzahl von Nadeln genutzt werden
kénnen und dass nicht fir jede Nadel ein separates
Gefall vorgesehen sein muss. Individuelle Pumpen
kénnen auch von zwei oder mehr Ventilen genutzt
werden, um Kosten zu reduzieren.

[0053] Fig.10 ist ein schematisches Blockdia-
gramm, welches das Steuersystem der Vorrichtung
zum Koordinieren der verschiedenen Komponenten
zur Ausfihrung des zuvor beschriebenen Prozesses
zeigt. Ein Computer (PC 90) wird als eine grundle-
gende Steuerkomponente verwendet und ist mittels
elektronischer Verbindungen unter Verwendung
standardisierter Interface-Protokolle mit verschiede-
nen Komponenten verbunden, welche Teil des auto-
matisierten Steuersystems sind. Die Steuerung wird
durch eine Steuersoftware 91 bewirkt, welche im PC
90 vorliegt. Eine Bildverarbeitungssoftware 92 liegt
ebenfalls im PC 90 vor und ist mit der Steuersoftware
91 verbunden. Die Bildverarbeitung kann als Softwa-
re, wie zuvor beschrieben, Hardware oder Firmware,
je nach Wunsch, ausgefiihrt werden. Die Detektor-
einheit 40 in der Form einer CCD-Kamera ist mit dem
PC 90 zum Empfangen von digitalen Bildern verbun-
den, welche mit der Kamera aufgenommen wurden.
Eine Beleuchtungs- und Filtersteuereinrichtung 80 ist
mit dem PC 90 verbunden. Diese Steuereinrichtung
wird verwendet, um die LED's 52 und die Weil3licht-
quelleneinheit 56 zu steuern, welche benutzt wird,
um die Lichttischplatte 12 zu beleuchten und auch
um einen geeigneten Filter 46 aus einem motorge-
triebenen Filterrad auszuwahlen. Eine Steuereinrich-
tung 82 fur einen Wascher/Trockner ist mit dem PC
90 verbunden und wird verwendet, um das Geblase
und die Halogenlampen des Trockners zu steuern.
Die Positionierer 20, 22, 24 zum Bewegen des Auf-
nahmekopfes 18 sind mit dem PC 90 verbunden. Die
kopfmontierte Kamera 19 ist mit dem PC 90 zum
Empfangen der Digitalbilder verbunden, welche
durch die kopfmontierte Kamera 19 aufgenommen
werden. Diese werden verwendet zum Ausrichten
der Nadeln des Aufnahmekopfes mit den verschiede-
nen Teilen der Wasch- und Trocknungsstation 4, 6, 8,

der Titerplatten 29, Kolonien etc. Die Fluidleitungen
70 sind mit der flur Flussigkeiten vorgesehenen Ein-
heit 86 verbunden, welche durch die fir die Flussig-
keiten vorgesehene Steuereinheit 84 gesteuert wird,
welche mit dem PC 90 verbunden ist. Die fur Flissig-
keiten vorgesehene Steuereinheit 84 wird verwendet,
um den Druck in den Fluidleitungen zu steuern, um
ein Einsaugen, ein Halten und ein Ausstof3en der
Flissigkeit aus der Probe zu steuern. Die fir die Flis-
sigkeiten vorgesehene Steuereinheit 84 steuert
ebenfalls den Waschzyklus der Nadeln und der Fluid-
leitungen, wobei ein Reinigungsfluid aus den Badern
4, 6 eingesaugt und von den Enden der Nadeln wah-
rend des eingesaugt und von den Enden der Nadeln
wahrend des Reinigungszykluses ausgestoen wird.

[0054] Fig. 11 ist ein Flussdiagramm, welches ei-
nen beispielhaften Prozess zeigt, welcher durch die
Vorrichtung ausgefiihrt wird. Der Prozess hat die fol-
genden Schritte:

S1 Plaziere die Zellschalen in einen Bildbereich, d.h.
auf einer Lichttischplatte 12.

S2 Beleuchte den Bildbereich 12 unter Verwendung
von entweder einer farbigen Lichtquelle 52 (typi-
scherweise zum Detektieren gefarbter Zellkolonien
unter Verwendung von Fluoreszenz) oder der Weil3-
lichtquelle 56 (typischerweise fur ungefarbte Koloni-
en)

S3 Nimm ein Bild/Bilder unter Verwendung einer
CCD-Kamera 40 auf

S4 Flhre eine Software basierte Analyse zum Detek-
tieren der Zellkolonien aus, um eine ,Aufnahmeliste"
zu schaffen.

S5 Zuordnen der Robotervorrichtung zum Auswah-
len von Zellkolonien aus der Aufnahmeliste (detail-
lierter nachfolgend beschrieben)

S6 Speichern aller Bilder und Daten

S7 Entfernen der Titerplatten, welche die aufgenom-
menen Kolonien enthalten

[0055] Bzgl. der Schritte S2 bis S4 werden die Zell-
kolonien unter Verwendung von Fluoreszenz sichtbar
gemacht. Z.B. kann ein fluoreszenzmarkierter Anti-
kérper benutzt werden, welcher sich an ein ge-
wilinschtes Protein bindet, das abgesondert wurde
von den Zellkolonien, an der Oberflache davon aus-
gedrickt oder in dieser enthalten ist. Wahrend des
Darstellens der Fluoreszenz erscheinen die Zellkolo-
nien als hell emittierende Punkte, wenn sie mit einer
geeigneten Anregungswellenlange (z.B. mit blauen
LEDs) bestrahlt werden. Eine Abreicherung der fluo-
reszenten Antikorper in der unmittelbaren Nahe der
Zellkolonien tritt ebenfalls auf, was den Effekt des Er-
zeugens einer ,inversen Halo" hat, d.h. eines dunkle-
ren Bereiches um jede helle Kolonie, was die Bildver-
arbeitung unterstitzt.

[0056] Alternativ werden, im Falle des Einfarbens,
die Zellkolonien durch Zumischen einer geeigneten
Farbe in die Suspension sichtbar gemacht. Es soll je-
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doch festgestellt werden, dass es mdglich ist, viele
Kolonien ohne Einfarben oder Fluoreszenz sichtbar
Zu machen.

[0057] Fig. 12 ist ein Flussdiagramm, das im groéR3e-
ren Detail Schritt S5 zeigt, den Zellkolonie aufneh-
menden Teil des Prozesses. Schritt S5 des Prozes-
ses hat die folgenden Unterschritte:

S5.1 Auswahlen eines Elementes aus der Aufnah-
meliste zum Aufnehmen

S5.2 « Bewegen einer ungenutzten Nadel bis Uber die
zugeordnete xy-Koordinate der aufzunehmenden
Zellkolonie

« ,Feuern" (d.h. absenken) der Nadel in die Kolonie-
aufnahmeposition, wobei das Ende der Nadeln in das
Medium Uber der Zielkolonie um einen Versatz d2
eingefihrt ist

» Lediglich fur angesaugte Kolonien — Bewegen des
Nadelendes zum Entfernen der Zielzellkolonie

» Ansaugen eines definierten Volumens

» Zuruckziehen der Nadel und Halten der Probe, wah-
rend andere Nadeln gefeuert werden.

S5.3 Sofern nicht alle Nadeln verwendet werden oder
alle Kolonien in der Aufnahmeliste aufgenommen
worden sind, Wiederholen von Schritt $5.2

S5.4 Bewegen des Aufnahmekopfes uber die Titer-
platte und Ausrichten der Nadeln bzgl. der Titer —
dann Ausgeben aller Proben gleichzeitig in die Titer-
platte (Mikrotiterplatte)

S5.5 Reinigen aller Nadeln unter Verwendung der
Wasch- und Trocknungsstation 2

S5.6 Sofern nicht alle Kolonien in der Aufnahmeliste
aufgenommen worden sind, Bewegen des Aufnah-
mekopfes zurlck in den Probenbereich und zurlick
zu Schritt S5.1.

Dies vervollstandigt Schritt S5.

[0058] Dies beendet die Beschreibung des Haupt-
ausflihrungsbeispiels. Verschiedene maogliche Alter-
nativen werden nachfolgend erwahnt.

[0059] Das Einsaugen ist beschrieben worden in
Form von Hindurchlassen einer Flissigkeitssaule
durch die Fluidleitungen und in die Nadeln. Eine Al-
ternative ware, eine Flissigkeitssaule in der Mehrheit
jeder Flussigkeitsleitung zu halten, jedoch einen Ver-
schluss mit Luft oder mit Inertgas, wie z.B. Helium
und Stickstoff in der Nadelspitze zu haben. Die Probe
koénnte eingesaugt werden durch ein Nach-oben-zie-
hen von Flussigkeitssdule und Luftverschluss zu-
sammen, sodass der Luftverschluss die Probenflus-
sigkeit oder das halbfeste Medium vom Hauptkorper
der Flussigkeitssaule separiert. Die Verwendung ei-
nes Gasverschlusses bietet eine verbesserte Sterili-
tat, da die Probenflissigkeit von der Hauptflissig-
keitssaule durch den Gasverschluss isoliert ist.

[0060] Alternative optische Konfigurationen sind
moglich. So kann z.B. eine Laserquelle verwendet,

wie z.B. ein lonenlaser anstelle von Licht emittieren-
den Dioden. Der Laserstrahl kann Uber die untere
Oberflache der Lichtplatte gescannt werden. In die-
sem Fall kann ein einzelner Kanaldetektor verwendet
werden. Geeignete lonenlaser schlieRen Argonio-
nen- und Kryptonionenquellen ein. Es versteht sich,
dass das Strahlscanning mit geeigneten Scanspie-
gel-Optiken ausgefihrt werden kann. Emissionswel-
lenlangen Uber einen weiten Bereich kdnnen verwen-
det werden, z.B. 200 nm bis 1,6 ym, oder au3erhalb
dieses Bereiches.

[0061] Die Vorrichtung kann mit einer Vielzahl von
optisch basierten Verfahren verwendet werden. Ein-
fache Kontrastbilddarstellung kann verwendet wer-
den, oder hoher entwickelte spektroskopische Ver-
fahren auf der Basis von optischer Dichte, Lumines-
zenz oder Raman-Scattering. Sofern héher entwi-
ckelte Spektralanalyse bendtigt wird, wie z.B. fir Re-
sonanz-Raman-Scattering, die Sammeloptik kann
ein Spektrometer oder kontinuierlich einstellbare
Bandpassfilter aufweisen, welche vor dem Detektor
angeordnet sind. Um bedeutende optische Dichtean-
derungen zu erhalten, missen hohe Farbkonzentra-
tionen verwendet werden, und viele Zellen werden
benétigt, um signifikante Anderungen in der opti-
schen Dichte zu erzielen. Vorzugsweise verwenden
die optisch basierten Verfahren Fluoreszenz
und/oder Lumineszenz, welche empfindlichere Un-
tersuchungsmethoden sind verglichen mit der opti-
schen Dichte.

[0062] Es wird auch herausgestellt, dass, obwohl
das Hauptausflhrungsbeispiel eine lllumination ei-
nes Lichttisches von unten zeigt, eine lllumination
von oben kann ebenfalls anstelle oder in Kombination
mit einer lllumination von unten verwendet werden.

[0063] In einigen Fallen kann die kopfmontierte Ka-
mera (oder Kameras) ausschlieBlich verwendet wer-
den, und die abdeckungsmontierte Kamera ware
dann nicht erforderlich.

[0064] Lumineszente Substrate schliel3en ein, sind
aber nicht beschrankt darauf, Luziferase, Luziferin
(Anal Biochem (1994) 219, 169-181), Aequorin (Me-
thods Enzymol. (1978) 57, 271-291), und alkaline
Phosphatase (Clin. Chem (1996) 42, 1542-1546).

[0065] Fluoreszente Substrate kbnnen ein sehr hel-
les Signal ergeben, was es ermdglicht, dass sie leicht
auf dem einzigen Zellniveau detektiert werden kon-
nen. Ein bevorzugtes Fluoreszentprotein ist griines
Fluoreszenzprotein — wie z.B. ein modifiziertes (z.B.
mutiertes) GFP. Lediglich beispielhaft kann ein GFP
an ein oder mehrere Antikdrper zur Detektierung ei-
nes Proteins von Interesse konjugiert sein.

[0066] Die GFP der Quallenart Aequorea victoria ist
ein Protein mit einem Erregungsmaximum mit 395
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nm und einem Emissionsmaximum bei 510 nm und
bendtigt keinen exogenen Faktor. Die Eigenschaften
und Anwendungen von GFP fiur das Studium von Ge-
nausdruck (gene expression) und Proteinlokalisation
sind beispielsweise in Nat Cell Biol (2002) 4, E15-20;
Biochemistry (1974) 13, 2656-2662; Photochem.
Photobiol. (1980) 31, 611-615; Science (1994) 263,
12501-12504; Curr. Biology (1995) 5, 635-642; und
US 5,491,084, diskutiert worden.

[0067] Demgemal kann die Vorrichtung der vorlie-
genden Erfindung mit verschieden fluoreszenten und
nicht fluoreszenten Proteinen und Farben verwendet
werden.

[0068] Da weitere Arten von Licht emittierenden Di-
oden kommerziell verfugbar werden (wie z.B. Ultravi-
olett), kdnnen weitere Gruppen vorgesehen sein, so-
dass die Vorrichtung so ausgebildet sein kann, dass
ein groRerer Bereich moglicher Wellenlangenanre-
gung vorgesehen ist. Die Vorrichtung kann auch als
multifunktionelle Vorrichtung vorgesehen sein, in
dem Licht emittierende Dioden unterschiedlicher Ar-
ten wie z.B. eine erste Gruppe zum Ausgeben in ei-
nem ersten Wellenldngenband (z.B. Blau) und eine
zweite Gruppe zum Ausgeben in einem zweiten Wel-
lenlangenband (z.B. Griin, Rot) vorgesehen sein.

[0069] Eine Vielzahl von fluoreszenten Farben ist
verfugbar, welche emittieren Uber sichtbares Licht
von Ultraviolett bis Blau, Griin, Orange und Rot. Es
versteht sich, dass der vorgeschlagene Entwurf leicht
modifiziert werden kann, um ihn mit jeder Art von ge-
wiinschter fluoreszenter Farbe, Protein mit geeigne-
ter Anpassung an die optischen Quellen, Filter und
Detektoren verwendet werden kann. Insbesondere
kann die Erfindung auf cy3 und cy5 Farben angewen-
det werden, welche von Amersham Biosciences ver-
fugbar sind. Nicht fluoreszente Farben, auf welche
die Erfindung angewendet werden kann, schlieen
Trypanblau ein.

[0070] Es versteht sich auch, dass, obwohl der Be-
griff Licht emittierende Diode im Stand der Technik
gewohnlich verwendet wird, um lediglich eine Art ei-
ner Lichtquelle auf der Basis von Diodenemission zu
beschreiben, dass der Begriff Licht emittierende Dio-
den breiter in den Anspriichen des vorliegenden Do-
kumentes anzusehen ist, um jegliche Form von Licht
emittierenden Diodenquellen einschlie3lich Dioden-
laser, wie z.B. Halbleiter-Diodenlaser und superlumi-
neszente Dioden abzudecken.

[0071] Nachfolgend sind Wege, in welchen eine Ko-
lonie von Interesse identifiziert werden kann, und
zwar unter Verwendung der Vorrichtung, detaillierter
beschrieben.

[0072] Der automatisierte Prozess welcher hier be-
schrieben ist kann verwendet werden, um eine oder

mehrere Zellkolonien von Interesse auf der Basis von
Kontrastbilddarstellung zu sortieren, aufzunehmen
oder zu identifizieren.

[0073] Daher kann die vorliegende Erfindung zum
Identifizieren und Analysieren biologischer Molekiile
verwendet werden, welche in Zellkolonien vorhanden
sind, einschlieBlich z.B. Peptiden, Polypeptiden, Nu-
kleinsduren und glycosilierte und nicht-glycosilierte
Proteine (Oligosaccharide, Lipide und Ahnliches).

[0074] Es versteht sich fir einen Durchschnittsfach-
mann, dass ein biologisches Molekil, wie z.B. ein
Protein von Interesse, auf eine Vielzahl von Arten de-
tektiert werden kann. Lediglich beispielhaft kann das
biologische Molekul wie folgt detektiert werden:
1. Das Expressierungssystem, das verwendet
wird, um das Protein von Interesse zu Tage treten
zu lassen, kann eines sein, welches bewirkt, dass
das Protein von Interesse aus der Zellkolonie in
das umgebende Medium sekretiert wird. Wenn
das expressierte Protein in das Kulturmedium se-
kretiert wird, dann wird der Expressionsvektor ty-
pischerweise eine geeignete Signalsequenz ent-
halten, welche die Sekretion des Proteins in das
Kulturmedium richtet. Ein Fluoreszenz-Antikérper
beispielsweise, welcher spezifisch fiir das Protein
von Interesse ist, kann dann verwendet werden
fur die nachfolgende Identifikation der Zellkoloni-
en, welche das Protein von Interesse expressie-
ren.
2. Das Expressierungssystem, welches verwen-
det wird, um das Protein von Interesse in Erschei-
nung treten zu lassen zu expressieren, kann eines
sein, in dem das Expressieren des Proteins von
Interesse an der Oberflache einer Zelle, wie z.B.
der Zellmembran, erfolgt. Fir den Durchschnitts-
fachmann ist es verstandlich, das Vektoren — wie
z.B. Expressionsvektoren - Kodiersequenzen
enthalten, welche mit Signalsequenzen ausge-
stattet sind, welche die Sekretion der kodierenden
Sequenzen durch eine spezielle Zellmembran
richten. Ein Fluoreszenz-Antikérper beispielswei-
se kann dann fur die nachfolgende Identifikation
von Zellkolonien verwendet werden, welche das
Protein von Interesse expressieren.
3. Die Zellkolonie kénnte permeabel gemacht
werden unter Verwendung einer Zellpermeabili-
sierungssubstanz der Gestalt, dass beispielswei-
se ein fluoreszenter Antikdrper in die Zellenkolo-
nie eintreten kann und sich mit dem Protein von
Interesse verbinden kann, wahrend die Lebensfa-
higkeit der Zellkolonie dennoch erhalten bleibt.
4. Die Zellkolonie kann einen Expressionsvektor
aufweisen, in welchem ein Protein von Interesse
mit einem Reporter oder einem ,tag" — wie z.B.
GFP verbunden wird. Auf diese Weise, erfolgt
eine Expression des Proteins von Interesse auch
bei der Expression des Reporters, der die Identifi-
kation der Zellenkolonie schafft. Die einzigartige
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Tag-Sequenz wird der Nukleotid-Sequenz zuge-
fugt, welche das Protein durch rekombinante
DNA-Techniken kodiert, was ein Protein schafft,
das durch einen Antikérper erkannt werden kann,
welcher spezifisch fur beispielsweise das
Tag-Peptid ist. Eine groRe Vielfalt von Reportern
kann in die Ubereinstimmung der vorliegenden
Erfindung verwendet werden, wobei bevorzugte
Reporter zweckmafigerweise erkennbare Signa-
le bereitstellen (z.B. durch Fluoreszenz). Bei-
spielsweise kann ein Reporter-Gen ein Enzym ko-
dieren, welches eine Reaktion katalysiert, welche
die Lichtabsorptionseigenschaften verandert. Bei-
spiele von Reporter-Molekilen schlief3en ein, sind
jedoch nicht auf B-Galactosidase, Invertase, gri-
nes fluoreszentes Protein, Luziferase, Chloram-
phenicol, Acetyltransferase, B-Glucoronidase,
Exo-Glucanase und Glucoamylase. Beispielswei-
se kénnen fluoreszent gekennzeichnete Biomole-
kile, welche spezifisch mit speziellen chemischen
Eigenschaften des Bindens oder Andockens syn-
thetisiert wurden, als fluoreszente Reportermole-
kile verwendet werden. Fluoreszenz gekenn-
zeichnete Antikdrper sind besonders nutzliche
Reportermolekdle infolge ihres hohen Grades an
Spezifizitdt zum Anhaften an einem einzigen mo-
lekularen Ziel in einem Gemisch von Molekilen
als Komplex als eine Zelle, Gewebe oder einem
Extrakt von beiden.

[0075] Es gibt eine groRe Zahl von Wegen, um Flu-
oreszenz zu messen. Beispielsweise bewirken einige
fluoreszente Reportermolekiile eine Anderung in An-
regungs- oder Emissionsspektren, einige weisen
eine Resonanzenergielibertragung auf, bei welcher
ein fluoreszenter Reporter Fluoreszenz verliert, wah-
rend ein zweiter an Fluoreszenz gewinnt, einige be-
wirken eine Unterdrickung oder ein Auftreten von
Fluoreszenz, wahrend andere Rotationsbewegungen
veranlassen. Eine multi-spektrale Bildgebung kann
ebenfalls verwendet werden.

Anwendungsbeispiele

[0076] Einige spezifische Beispiele davon, wie die
Vorrichtung gemaR der Erfindung verwendet werden
kann, werden nachfolgend angegeben.

Auswahl von Zellen fir biopharmzeutische Herstel-
lung

[0077] Die vorliegende Erfindung kann auch geeig-
net sein flr ein automatisches Sortieren von Zellkolo-
nien, welche erhdhte Niveaus eines Proteins von In-
teresse expressieren oder sekretieren. Bei einem be-
vorzugten Ausfiihrungsbeispiel ist das Protein von In-
teresse ein biopharmazeutisches Protein wie z.B. ein
Protein, das zweckmalfig bei der Behandlung oder
Diagnose von Krankheiten ist.

[0078] Derartige Zellen kénnen gemal einem Bei-
spiel entsprechend der Helligkeit der Fluoreszenz der
Zellenkolonie detektiert werden, welche mit der Men-
ge von Protein korreliert, welches expressiert wird.
Die hellsten Zellkolonien kénnen dann zur weiteren
Analyse/Verarbeitung aufgenommen werden.

[0079] Wie zuvor beschrieben, kdonnte die vorlie-
gende Erfindung auch fir die Gewinnung von Zellko-
lonien verwendet werden, welche Membrane und se-
kretierte Proteine produzieren.

Stammzellen

[0080] Differentiation ist ein Prozess, wodurch
Strukturen und Funktionen von Zellen progressiv rea-
lisiert werden, um spezialisiertere Zellen zu erhalten.
Deshalb, wenn die Zellen mehr spezifiziert sind, wer-
den sie mehr spezialisiert. Bei der Mehrzahl der S&u-
getierzellarten ist die Zelldifferentiation ein Einweg-
prozess, welcher ultimativ zu schlielich differenzier-
ten Zellen fiihrt. Obwohl einige Zellarten wahrend des
gesamten Lebens ohne Teilung und ohne, dass sie
ersetzt werden, fortbestehen, setzen jedoch viele
Zellarten ein Teilen wahrend der Lebenszeit des Or-
ganismus fort und unterliegen einer Erneuerung.
Dies kann durch einfache Teilung, wie im Falle von
Zellen — wie z.B. blutbildenden Zellen und epidermi-
schen Zellen — durch Teilung von relativ undifferen-
zierten Stammzellen geschehen, welchem sich ein
Programm nachfolgender irreversibler Differenzie-
rung von einer der Tochterzellen anschlief3t.

[0081] Da die vorliegende Erfindung besonders ge-
eignet ist fur die Identifikation von Zellen auf der Ba-
sis von Unterschieden in der ZellgroRe, der Form
und/oder der Replikationsrate, kann dies verwendet
werden, um eine oder mehrere Stammzellen zu iden-
tifizieren und/oder zu isolieren, sobald sie in einen
gegebenen Zelltyp differenziert worden sind.

RNAI

[0082] Post-transskriptionale Genstilllegung
(PTGS) bewirkt durch doppelstrangige RNA (dsRNA)
ist ein konservierter Zellenverteidigungsmechanis-
mus zum Steuern der Expression von Fremdgenen.
Man nimmt an, dass die zuféllige Integration von Ele-
menten, wie z.B. Transposonen oder Viren die Ex-
pression der dsRNA bewirkt, was eine sequenz-spe-
zifische Degradation von homologen einstrangigen
MRNA oder viralen genomischen RNA bewirkt. Der
Stilllegungseffekt ist bekannt als RNA-Interferenz
(RNAI). Der Mechanismus des RNAI schlielt das
Verarbeiten von langen dsRNAs in Dopplungen von
21 bis 25 Nukleotiden (nt) RNAs. Diese Produkte
werden als kleininterferierende oder stilllegende
RNAs (siRNAs) genannt, welche die sequenz-spezi-
fischen Mediatoren der mMRNA-Degradation sind.

11/24



DE 60 2004 010 578 T2 2008.05.21

[0083] In differenzierten Saugetierzellen sind dsR-
NA > 30bp gefunden worden, um die Interferonant-
wort zu aktivieren, welche zu einer Beendigung der
Proteinsynthese  und  der  nicht-spezifischen
mRNA-Degradation fiihrt. Diese Antwort kann jedoch
unter Verwendung von 21 ntsiRNA-Dopplungen um-
gangen werden, indem es erlaubt wird, dass eine
Genfunktion in kultivierten Saugetierzellen analysiert
wird.

[0084] In Saugetieren kann RNAI durch das Liefern
von entweder kurzen dsRNA-Molekulen (siRNAs) di-
rekt in die Zelle oder durch Liefern von DNA-Kon-
strukten ausgel6st werden, welche die dsRNA inner-
halb der Zelle produzieren.

[0085] Der Prozess und die Vorrichtung kénnen ver-
wendet werden, um Zellen zu identifizieren und auf-
zunehmen, bei einem geénderten Phanotyp zur wei-
teren Analyse, da die RNAi morphologische Veran-
derung in den Zellen induzieren.

Zelltransformationsuntersuchungen

[0086] Unterschiede zwischen transformierten und
nicht-transformierten Zellen kénnen auch gemaf der
vorliegenden Erfindung detektiert werden.

[0087] Derartige Untersuchungen kdénnen verwen-
det werden, um beispielsweise die Transformations-
fahigkeiten von Viren oder Chemikalien zu untersu-
chen.

[0088] Derartige Untersuchungen stellen ein Ver-
fahren zum Untersuchen von Anderungen dar, wel-
che in Ubereinstimmung sind mit Tumorigenese ohne
die Kenntnis der genetischen Natur der Beschadi-
gung, welche die Anderung veranlasst hat. Nach ei-
nem Ausplatieren bei niedriger Dichte, kdnnen trans-
formierte Zellen, welche einen geanderten Phanotyp
haben, unter Verwendung morphologischer Kriterien
identifiziert werden, wobei die Zellen in einem auto-
matisierten Prozess unter Verwendung der Bildge-
bungsfahigkeit der Vorrichtung gemaf der Erfindung
identifizierbar sind.

[0089] Zelltransformationsuntersuchungen testen
deshalb nach genetischer Veranderung, welche an
einem veranderten Phanotyp aufgetreten sind, wel-
che leicht durch das morphologische Erscheinungs-
bild der transformierten Zellen identifiziert werden.

Gewinnung von Viren

[0090] Das Vorhandensein eines Virus gibt oft An-
lass flr morphologische Veranderungen in einer
Wirt-Zelle. Jegliche detektierbare Veranderungen in
der Wirt-Zelle in Folge einer Infektion sind bekannt
als ein zytopatischer Effekt. Zytopatische Effekte
kdnnen bestehen in Form von Zellabrundung, Fehlo-

rientierung, Anschwellen oder Schrumpfen, Tod, L6-
sen von der Oberflache etc.

[0091] Die zytopatischen Effekte, welche durch ver-
schiedene Viren erzeugt worden sind, hangen vom
Virus und den Zellen ab, an welchen er gewachsen
ist. Das kann in den klinischen Virologie-Laboratorien
verwendet werden, um eine ldentifizierung eines iso-
lierten Virus zu unterstitzen.

[0092] Derartige zytopatische Effekte kdnnen die
Morphologie der Zelle andern, welche unter Verwen-
dung des automatisierten Prozesses, welcher hier
beschrieben ist, detektiert werden kénnen.

Transfektion von Genen

[0093] Im Allgemeinen bendtigt das Einfligen eines
Gens in eine Zelle einen dominanten selektiven Mar-
ker, wie z.B. Neomyzin-Resistenz. Die hohe Wirk-
samkeit eines automatisierten Systems, welches hier
beschrieben ist, kann einen derartigen Marker tber-
flissig machen, da Zellen in begrenzten Lésungen
ausplatiert und Kolonien zur weiteren Analyse aufge-
nommen werden koénnten.

Immortalisierung von Zellen

[0094] Die Transformation mit Chemikalien oder Vi-
ren kann einen immortalen Phanotyp induzieren. Die
Vorrichtung und das Verfahren, welche hier beschrie-
ben sind, erlauben es, dass derartige Zellen zu selek-
tieren.

Selektion von Zellklonen, welche post-translationale
modifizierte Proteine erzeugen

[0095] Therapeutische Proteine wie z.B. ein Eryth-
ro-Protein oder Gewebeplasminogen-Aktivator ver-
danken ihre Serum-Halbwertzeit Zuckerriickstanden
am Protein. Klonen von Zellen welche eine ge-
wilinschte Modifikation erzeugen, kénnen mit kenn-
zeichnenden Lektin detektiert und dann aufgenom-
men werden.
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Patentanspriiche

1. Verfahren fir das automatisierte Aufnehmen
von Tierzellkolonien unter Verwendung einer Vorrich-
tung, wobei das Verfahren folgendes umfaft:

a. Bereitstellen eines Aufnahmekopfs (18), welcher
wenigstens eine hohle Nadel (26) umfaf3t, wobei der
Aufnahmekopf unter Verwendung von Positionie-
rungsmotoren (20, 22, 24) uber die Vorrichtung be-
wegt werden kann,

b. Anordnen eines Probenbehalters (13), welcher
eine Mehrzahl von in einem Medium gehaltenen Tier-
zellkolonien (74) beinhaltet, sowie eines Abgabebe-
halters (29) auf der Vorrichtung,

c. Verwendung einer Bilderkennung (40) und einer
Bildverarbeitung (90), um Stellen von Tierzellkoloni-
en in der Probe zu identifizieren,

d. Ausrichten des Aufnahmekopfs mit dem Proben-
behalter,

e. Aufnehmen einer Tierzellkolonie durch Ausrichten
der wenigstens einen hohlen Nadel an einer der Stel-
len der Tierzellkolonien, Einflhren eines distalen En-
des der hohlen Nadel in das Medium, und Einsaugen
der Tierzellkolonie an dieser Stelle in die hohle Nadel
und

f. Absetzen der aufgenommenen Tierzellkolonie
durch Bewegen des Aufnahmekopfs iber den Abga-
bebehalter und AusstoRen der aufgenommenen Tier-
zellkolonie in den Abgabebehalter.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Stufe
des Aufnehmens das Wiederholen der Stufen des
Ausrichtens und des Einsaugens fir die wenigstens
eine hohle Nadel umfalt, um mehrere der Tierzellko-
lonien aufzunehmen.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die
wenigstens eine hohle Nadel eine Mehrzahl hohler
Nadeln umfaf3t.

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei der Abga-
bebehalter eine Anordnung von Wells beinhaltet, die
durch einen charakteristischen Abstand voneinander
getrennt sind, und auch die hohlen Nadeln mit dem
charakteristischen Abstand angeordnet sind, so daf}
die Stufe des AusstoRRens fir alle hohlen Nadeln pa-
rallel ausgeflihrt werden kann.

5. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 3 oder 4, wobei
die Tierzellkolonien an dem Probenbehalter anhaften
und wobei nach der Stufe des Einfiihrens das distale
Ende der Nadel relativ zu dem Probenbehélter be-
wegt wird, um vor der Stufe des Einsaugens die Tier-
zellkolonie an dieser Stelle abzulosen.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
wobei die Tierzellkolonien mit einem kontrastverstar-
kenden Mittel eingefarbt werden, um die Bildverar-
beitung zu unterstutzen.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
wobei die Tierzellkolonien mit einem fluoreszieren-
den Mittel eingefarbt werden, um die Bildverarbei-
tung zu unterstitzen.

8. Verfahren nach einem der vorangegangenen
Anspriiche, wobei die Mehrzahl der Tierzellkolonien
ein interessierendes biologisches Molekil enthalt
oder exprimiert.

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei das interes-
sierende biologische Molekil aus der Gruppe ausge-
wahlt ist, bestehend aus einem Peptid, einem Poly-
peptid, einer Nukleinsaure oder einem glycosylierten
oder unglycosylierten Protein.

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das inter-
essierende Protein ein biopharmazeutisches Protein
ist.

11. Verfahren nach einem der vorangegangenen
Anspriiche, wobei die Stufe des Einfiihrens das Be-
wegen der hohlen Nadel in eine Kolonieaufnahmepo-
sition, in der das distale Ende der hohlen Nadel in das
Medium eingetaucht wird und von einem Boden des
Probenbehalters um einen Versatzabstand versetzt
ist, umfaldt, und die Stufe des Einsaugens in der Ko-
lonieaufnahmeposition durchgefiihrt wird.

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei der Ver-
satzabstand in einem Bereich zwischen 0,1 mm und
4,0 mm liegt.

13. Verfahren nach Anspruch 11, wobei der Ver-
satzabstand in einem Bereich zwischen 0,25 mm und
1,0 mm liegt.

14. Verfahren nach einem der vorangegangenen
Anspriiche, welches folgendes umfalt:
(i) die Verwendung einer Bilderkennung, um ein Bild
der Probe aufzunehmen,
(i) das Durchfuhren einer Analyse des Bildes mit der
Bildverarbeitung, um diejenigen Tierzellkolonien zu
erfassen, die aufgenommen werden sollen, wodurch
eine Aufnahmeliste von Zielkolonien erzeugt wird,
und
(iii) das Anweisen der Vorrichtung derart, daB sie die
Zielkolonien von der Aufnahmeliste sammelt, wobei
die Zielkolonien durch wiederholtes Ausfihren der
Stufen des Ausrichtens, des Aufnehmens und des
Absetzens aufgenommen werden.

15. Vorrichtung zum Aufnehmen von Tierzellkolo-
nien, welche folgendes umfaft:
ein Vorrichtungsbett (10) zum Anordnen eines Pro-
benbehélters (13), welcher eine Mehrzahl von in ei-
nem Medium (72) gehaltenen Tierzellkolonien (74)
umfaldt,
eine Kamera (40) zum Aufnehmen von Bildern der
Tierzellkolonien,
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einen Bildprozessor (90) zum Identifizieren von Stel-
len von Tierzellkolonien anhand von aufgenomme-
nen Bildern und

einen Aufnahmekopf (18), der unter Verwendung von
Positionierungsmotoren (20, 22, 24) relativ zu dem
Vorrichtungsbett zu Stellen von Tierzellkolonien, die
durch den Bildprozessor identifiziert wurden, bewegt
werden kann, wobei der Aufnahmekopf wenigstens
eine hohle Nadel (26) beinhaltet, die durch jeweilige
Fluidleitungen (28) mit einer Drucksteuerung (84)
verbunden sind, die so betreibbar ist, da sie Men-
gen des Mediums aus dem Probenbehalter in die we-
nigstens eine hohle Nadel einsaugt, das Medium halt
und es ausstot, wenn dies erforderlich ist, wodurch
eine Aufnahme von Tierzellkolonien aus dem Medi-
um ermdglicht wird.

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, wobei die Vor-
richtung weiterhin einen Antriebsmechanismus (60,
66) aufweist, um eine seitliche Oszillation distaler En-
den der wenigstens einen hohlen Nadel zu bewirken,
um das Abldsen anhaftender Tierzellkolonien zu ver-
einfachen.

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, wobei der An-
triebsmechanismus so ausgestaltet ist, dald er eine
Drehbewegung der distalen Enden der wenigstens
einen Nadel bewirkt.

18. Vorrichtung nach Anspruch 16, wobei der An-
triebsmechanismus zum Bewirken der seitlichen Os-
zillation der hohlen Nadeln in dem Aufnahmekopf an-
geordnet ist.

19. Vorrichtung nach Anspruch 16, wobei der An-
triebsmechanismus zum Bewirken der seitlichen Os-
zillation der hohlen Nadeln nicht durch die Positionie-
rungsmotoren bereitgestellt wird.

20. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15 bis
19, wobei der Aufnahmekopf eine Mehrzahl der hoh-
len Nadeln umfalft.

21. Vorrichtung nach Anspruch 20, wobei die
hohlen Nadeln in einem charakteristischen Abstand
angeordnet sind, der zu dem Standardabstand einer
Wellplatte pal3t.

22. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15 bis
21, welche weiterhin einen Antrieb umfalf3t, der so be-
treibbar ist, dal® er jede der hohlen Nadeln zu einer
Kolonieaufnahmeposition bewegt, in welcher das dis-
tale Ende der hohlen Nadel von einem Boden des
Probenbehalters, der auf dem Vorrichtungsbett ange-
ordnet ist, um einen Versatzabstand versetzt ist, und
wobei der Aufnahmekopf so betreibbar ist, dal® er das
Einsaugen von Tierzellkolonien in der Kolonieaufnah-
meposition durchfihrt.

23. Vorrichtung nach Anspruch 22, wobei der

Versatzabstand in einem Bereich zwischen 0,1 mm
und 4,0 mm liegt.

24. Vorrichtung nach Anspruch 22, wobei der
Versatzabstand in einem Bereich zwischen 0,25 mm
und 1,0 mm liegt.

25. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15 bis
24, welche weiterhin einen Steuerungscomputer um-
fadt, der so betreibbar ist, dal} er die Vorrichtung fur
die Aufnahme von Tierzellkolonien wie folgt steuert:
(i) Verwenden der Kamera, um ein Bild von Tierzell-
kolonien in einem auf dem Vorrichtungsbett angeord-
neten Probenbehalter aufzunehmen,

(ii) Durchfuhren einer Analyse des Bildes mit dem
Bildprozessor, um diejenigen Tierzellkolonien zu
identifizieren, die aufgenommen werden sollen, wo-
durch eine Aufnahmeliste von Zielkolonien erzeugt
wird, und

(iii) Anweisen der Vorrichtung derart, daR sie die Ziel-
kolonien aus der Aufnahmeliste wiederholt aufnimmt,
Ausrichten einer der wenigstens einen hohlen Nadel
mit einer Stelle von Tierzellkolonien, Bewegen der
hohlen Nadel zu einer Kolonieaufnahmeposition, in
welcher ein distales Ende der hohlen Nadel von ei-
nem Boden des Probenbehalters um einen Versatz-
abstand versetzt ist, und Einsaugen der Tierzellkolo-
nie an dieser Stelle in die hohle Nadel, wahrend das
distale Ende der holen Nadel in der Kolonieaufnah-
meposition gehalten wird.

26. Verwendung der Vorrichtung nach einem der
Anspriiche 15 bis 25 zum ldentifizieren einer Tierzell-
kolonie, die ein interessierendes biologisches Mole-
kil umfaldt oder exprimiert.

27. Verwendung nach Anspruch 26, wobei das
interessierende biologische Molekil aus der Gruppe
ausgewabhlt ist, bestehend aus einem Peptid, einem
Polypeptid, einer Nukleinsaure oder einem glycosy-
lierten oder unglycosylierten Protein.

28. Verwendung nach Anspruch 26, wobei das
interessierende glycosylierte oder unglycosylierte
Protein ein biologisches Molekul ist.

Es folgen 10 Blatt Zeichnungen
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Fig. 4
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