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@ Pipette zur strichformigen Auftragung eines abgemessenen Volumens einer Suspension.
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Eine aus einer Kapillare und einem darin fliissigkeits- -
dicht angeordneten Kolben bestehende Pipette zur strich-
férmigen Auftragung eines abgemessenen Volumens einer ¢
Suspension weist an der Austrittsoffnung {1} der Kapillare
einen Fortsatz (3) auf, dessen Breite unabhangig von dem
Kapillardurchmesser die Strichbreite bestimmt. ) | |

Zwecks Erzielung einer guten Benetzbarkeit wird der
Fortsatz (3) mit einer schlizformigen Aussparung (4) bis in
die Spitze versehen und/oder mit einem hydrophilen

Material beschichtet. | L-2
-1
Y

Fig. 1

Croydon Printing Compsty Ltd.




10

15

20

25

0008357

389-59 - 21/78 9. Juli 1979
CASCH/Ri

BATELLE - INSTITUT E.V., Frankfurt/Main

BEZCICINLNG GEﬁ..’-éDERT
siehe Titelseite

- = - - e = e dm e S m m Em m M ML S e T s Gm G am G e G W Em S e e

Pipettensystem fiir die volumengenaue
Entnahme und strichf8rmige Deposition
eines in Suspension vorliegenden

Materials
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Die Erfindung bezieht sich auf ein Pipettensystem filr
die volumengenaue Entnahme und strichf&rmige Deposition
eines in Suspension vorliegenden Materials, insbesondere
Zellen oder Partikeln, bestehend aus einer Kapillare und
einem darin flissigkeitsdicht angeordneten Kolben. Ins-
besondere betrifft die Effindung ein Pipettensystem, mit
dem eine bestimmte Menge einer Zell- oder Partikelsus-
pension in Form eines Strichs mit definierter Linge und

Breite auf einem geeigneten Triger deponiert werden kann.
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Flir medizinisch-diagnostische Zwecke, z.B. bei Blut- oder
Zelluntersuchungen, werden routinem&fig Suspensionen her-
gestellt und prédpariert. Eine Standardmethode ist die
fldchige Pr&paration von Zellsuspensionen auf Mikroskop-
Objekttrigern. Hierfiir wird die Zellsuspension auf der ge-
samten Oberfldche des Objekttridgers mit Hilfe eines zwei-
ten Objekttrédgers verteilt bzw. in dilinner Schicht aufge-
bracht. Dieses Verfahren hat den Nachteil, daB die Zellen
und die Flissigkeit am Hilfsobjekttriger, mit dem die Sus-
pension verteilt wird, haften bleiben. Somit geht ein Teil
der Zellsuspension verloren. Aus diesem Grunde.ist eine
dem Volumen proportionale Z&hlung der Zellen nicht mehr
méglich. Ferner ist die Zellverteilung flichig und zum Teil
ungleichméfRig. Bei Anwendung starker mikroskopischer Ver-
grdferungen, bei der die zu untersuchende Flidche gréRer
ist &s das Gesichtsfeld des Mikroskops, ist eine automati;
sierte Analyse der Zellen durch auftretende Randzellen er-
schwert, wodurch eine automatische Auswertung des Priif-

stoffes sehr aufwendig wird.

Es sind Vorrichtungen bekannt,‘die eine linienf®rmige An-
bringung des Prifstoffes auf einem Tridger und eine automa-
tische Auswertung des zu untersuchenden Materials ermdg-
lichen (z.B. DE-0S 19 00 808). Dabei wird die Suspension

in Form eines Striches auf einem bandférmigen Triger
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deponiert und die Breite des Striches ist dem Durchmesser
des Gesichtsfeldes des Mikroskops angepaft. Die Deposition
erfolgt mit einer durch zwel Metallzungen variablen Ab-
stands gebildeten Ausziehfeder, zwischen die das zur De-
position gelangende Suspensionsvolumen gegeben werden muf.
Beim Ausschreiben muR der Préparatetridger von den Metall-
zungenspitzen bertihrt werden, um ein Ausfliefen der Sus-
pension zu ermdglichen. Hierdurch erfolgt eine sténdige
Abnutzung. Die volumengenaue, volumenproportionale Depo-
nierung von Partikeln aus Suspensionen in Form eines
Strichs mit definierter Breite und Linge bei vorgegebener
Zeit und Schreibgeschwindigkeit ist mit einer derartigen
Vorrichtung nicht méglich, da sowohl Flilissigkeit als auch
Partikel an den Fl&chen der Metallzuhgen, die von der Sus-
pension berilihrt werden, hingen bleiben und die Ausflufge-
schwindigkeit der Suspension sowohl von ihrer Oberfl&chen-
spannung als auch den Benetzungseigenschaften des Prédpara-
tetrdgers abhdngig ist. Ein weiterer wesentlicher Nachteil
ist die erforderliche Reinigung des Systems vor jedem Pro-

benwechsel, um eine Zellverschleppung auszuschlieBen.

Auch der Ersatz der Metallzungenschreibvorrichtung durch
eine Mikropipette, bei der in einem Kapillarrohr flilissig-
keitsdicht ein Kolben so angeordnet ist, daR er mittels

Miniaturelektromotor mit Untersetzungsgetriebe in axialer
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Richtung entprechend dem aufzunehmender und dann beim
Schreiben wieder auszustofenden Volumen in Richtung Kapil-
laraustrittsdffnung bewegt werden kann und nach beendetem
Vorgang die Kapillare bilindig abschlieﬁt, erfiillt die ge-
stellten Forderungen insbesondere nicht flir grtBere Sus-
pensionsvolumina (z.B.)» 1,ul) bei vorwdnlbarer Strich-

breite.

Die erzielbare Zellstrichbreite entspricht dem AuRendurch-

messer der Pipettenspitze und ist nur wenig breiter als der
Kapillardurchmesser, wenn das Rohr an der Austrittsdffnung
eine konisch spitze Form hat. Das AusstofRen der Partikel-
suspension erfolgt zwangsweise durch Bewegung des Kolbens
und kann motorgetrieben mit stufenlos regelbarer Geschwin-
digkeit erfolgen. Aufgrund der Kolbendichtung wird die Ka-
pillare riickstandslos geleert. Ein wesentlicher Vorteil
einer solchen Pipette ist, daR durch die Zwangsausstofung
der Suspension aus der Pipette die Pipettenspitze den Tria-
ger nicht mehr beriihren muB, wodurch eine Abnutzung der
Spitze bzw. Beschidigung der Tfégeroberfléche ausgeschlos-
sen ist. Verschleppung von Material in die nZchste Probe
entfdl1lt, Reinigung der Pipette kann in gréferen Zeitab-
stédnden erfolgen. Mit einem solchen System kann mit einer
FlUussigkeitsmenge von z.B. 0,15 sul bei Verwendung einer

Kapillare mit einem Spitzendurchmesser von 0,3 mm und
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einem Kapillardurchmesser von 0,2 mm bei einem Kolbenhut
von ca. 4,8 mm ein 0,3 mm breiter Strich bertiihrungslos
im Bereich von 5 bis 50 cm Linge beschrieben werden. Der
Nachteil einer solchen Pipette ist jedoch, daR mit ihr
nur Volumina im Bereich von 0,1 bis 0,5 /ul verarbeitet
werden kdnnen. Um z.B. ein Volumen von grodRer als

1,5 /ul zu verarbeiten, miiRte der Kolbenweg linger als
50 mm sein, wodurch groRe Instabilititen entstehen, die

diese Anordnungen unbrauchbar machen.

Auf dem Gebiet der Medizintechnik, speziell bei der
Krebsfriiherkennung ist erforderlich, daR grbRere Zell-
suspensionsvolumina bis zu mehrergn sul mit gleichen,
vorstehend genannten Genauigkeiten verarbeitet werden
kénnen. In einfacher Weise kann durch VergrdfRerung des
Kapillardurchmessers eine grdRere Menge einer Zellsus-
pensionsprobe entnommen werden. Die geforderte Strich-
breite von 0,3 mm oder kleiner kann jedoch nicht mehr
erreicht werden, da diese direkt vom Durchmesser der
Kapillarspitze abh&ngig ist und nicht kleiner als der

Kapillardurchmesser sein kann.

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zu-
grunde, die vorgenannten Nachteile zu beseitigen und

ein Pipettensystem zu entwickeln, mit dem aus einer



10

15

20

25

0008357

- &

Zell- oder Partikelsuspension® definierte vorbestimmte
Mengen entnommen werden kdnnen und diese Mengen in Form
eines linear- oder spiralfdrmigen Striches auf einem
geeigneten Tr&ger, z.B. Kunststoffband oder Glasplatte,

beriihrungslos deponiert werden k&nnen.

Es hat sich nun gezeigt, daR diese Aufgabe mit dem er-
findungsgemifen Pipettensystém, bei dem die Austritts-
6ffnung der Kapillare an einem Teil ihres Umfangs einen
Fortsatz aufweist, dessen Breite auch bei beriihrungslo-
sem Auftragen der Suspension auf einen Tréger unabhingig
von dem Kapillardurchmesser die Strichbreite bestimmt,

in technisch fortschrittlicher Weise gel®st werden kann.

Der Fortsatz ist vorzugsweise mit einer schlitzfdrmigen
Aussparung bzw. einer Einkerbung versehen, dessen Breite
kleiner ist als der Durchmesser der suspendierten Zellen
oder Partikel, um eine Ablagerung zu verhindern. Damit

das gesamte Volumen der Zellsuspension wieder ausgestoBen
werden kann, schlieBt die Eink%rbung bzw. Aussparung am
Ende des Kolbenweges an. In dieser Weise kann die Fllissig-
keit mit Hilfe der Kapillarkraft, die in der Aussparung
bzw. Einkertung entsteht, bis an die Spitze des Fort-
satzes fliefen. Der gleiche Effekt kann auch durch hydro~

phile Beschichtung des Fortsatzes erreicht werden. Ver-
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bindungen, die zur Bildung hydrophiler Beschichtungen

herangezogen werden kdnnen, sind bekannt.

Der Fortsatz kann an die Austrittsdffnung der Kapillare
anmontiert sein. Vorzugsweise ist die Austrittséffnung
der Kapillare an einem Teil ihres Umfangs so geformt,

da® sich ein Fortsatz bildet.

Im folgenden wird die Erfindung anhand von lediglich
einen Ausfilihrungsweg darstellenden Zeichnungen niher

erlédutert. Es zeigen in schematischer Vereinfachung

Figur 1

in perspektivischer Darstellung ein erfindungsgemiBes

Pipettensystem und

Figur 2

dasselbe Pipettensystem aus der Seitenansicht.

Aus den Figuren geht hervor, daR® die Austritts&ffnung 1
der Kapillafe 2 einen Fortsatz 3 aufweist. Die Aus-

trittsd6ffnung ist so geformt, dal sie durch den Kolben

blindig abgeschlossen wird, wenn der Ausstofvorgang



10

15

20

25

Uuuoa97s

beendet ist. Die Breite des Fortsatzes 3 bestimmt die
Breite der Zellspur. Der Fortsatz 3 ist mit einer Ein-
kerbung 4 versehen. Durch die zus#tzlich in der Ein-
kerbung entstehende Kapillarkraft kann die Fllissigkeit
leicht bis an die Spitze fliefBen und einen Tropfen
bilden. Zur Vermeidung von Zellablagerungen ist die
Breite der Einkerbung kleiner als der Durchmesser der

suspendierten Zellen bzw. Partikel.

Mit dem erfindungsgemédfen Pipettensystem kann die
Strichliénge so vorbestimmt werden, daf optimale Bele-
gungsdichte wie auch Verteilung der Zellen oder Partikel
im Strich gegeben ist. Durch die spezielle Formgebung
der Pipettenspitze kann die Strichbreite unabhingig

vom Innendurchmesser der Pipette den Erfordernissen,
z.B. einer automatisierten mikroskopischen Auswertung
angepafRBt werden. Wird die Strichbreite z.B. so eingestellt,
daf im Gesichtsfeld eines Mikroskops immer die gesamte
Strichbreite erfaft wird, so génnen bei kontinuierlicher
Bewegung des Striches durch das Gesichtsfeld alle Zellen

bzw. Partikel nacheinander analysiert werden, ohne daB

Probleme mit randsténdigen Zellen auftreten.
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Patentanspriiche

1. Pipettensystem fuUr die volumengenaue Entnahme und
strichfdrmige Deposition eines in Suspension vor-
liegenden Materials, insbesondere Zellen oder Par-
tikeln, bestehend aus einer Kapillare und einem
darin fliUssigkeitsdicht angeordneten Kolben,

dadurch gekennzeichnet, daf die Austrittsoffnung (1)

der Kapillare an einem Teil ihres Umfanges einen
Fortsatz (3) aufweist, dessen Breite auch bei be-
riihrungslosem Auftragen der Suspension auf einen
Triger unabhingig von dem Kapillardurchmesser die

Strichbreite bestimmt.
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Pipettensystem nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-~

net, da® zur Erzielung einer guten Benetzbarkeit der
Fortsatz (3) mit einer schlitzfdrmigen Aussparung (U4)

bis in die Spitze versehen ist.

Pipettensystem nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekenn-~

zeichnet, daB zur Erzielung einer guten Benetzbarkeit
der Fortsatz (3) mit einer hydrophilen Schicht belegt

ist.

Pipettensystem nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekenn-

zeichnet, daf die Austrittsdffnung (1) der Kapillare
an einem Teil ihres Umfangs in Art eines Fortsatgzes

(3) geformt ist.

Pipettensystem nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekenn-

zeichnet, daR der Fortsatz (3) an die Austrittsdff-
nung (1) der Kapillare anmontiert ist.
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