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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein
Multiwell-Assayplatten zur Verwendung bei chemi-
schen und biochemischen Analysen und insbeson-
dere Multiwellplatten mit transparenten Wellbdden
und verbesserte Herstellungsverfahren.

Hintergrund

[0002] Das jingste Wachstum in vielen Bereichen
der Biotechnologie hat das Erfordernis zur Durchfiih-
rung diverser Untersuchungen, die allgemein als As-
says bezeichnet werden, von biochemischen Syste-
men verstarkt. Diese Assays umfassen beispielswei-
se biochemische Reaktionskinetik, DNA-Schmelz-
punktbestimmungen, DNA-Spektralverschiebungen,
DNA- und Proteinkonzentrationsmessungen, Anre-
gung/Emission von fluoreszenten Sonden, Enzymak-
tivitaten, Enzym-Cofactorassays, homogene Assays,
Arzneimittelmetabolitenassays, Arzneimittelkonzent-
rationsassays, Dispensions-, Volumen-Verifizierung,
Lésungsmittelkonzentration und Solvatisierungskon-
zentration. Auch gibt es eine Anzahl von Assays, die
sehr wohl intakte lebende Zellen verwenden und die
eine visuelle Auswertung erfordern.

[0003] Assays biochemischer Systeme werden im
groRen Maldstab sowohl in der Industrie als auch an
Hochschulen durchgefiihrt, sodass es wiinschens-
wert ist, ein Gerat vorliegen zu haben, mit dem sich
diese Assays zweckmafig und kostengunstig durch-
fuhren lassen. Da sie relativ leicht zu handhaben
sind, kostengunstig sind und im Allgemeinen nach
einmaligem Gebrauch entsorgbar sind, werden oft
Multiwellplatten fir solche Untersuchungen verwen-
det. Multiwellplatten sind typischerweise aus einem
polymeren Material geformt und bestehen aus einer
geordneten Aneinanderreihung einzelner Vertiefun-
gen. Jede Vertiefung umfasst Seitenwande und ei-
nen Boden, sodass ein Proben-Aliquot in jede Vertie-
fung gegeben werden kann. Die Vertiefungen kénnen
in einer Matrix von zueinander senkrechten Reihen
und Spalten angeordnet sein. Die Ublichen Grofien
fur Multiwellplatten umfassen Matrizen mit Dimensio-
nen von 8 x 12 (96 Vertiefungen) 16 x 24 (384 Vertie-
fungen) und 32 x 48 (1536 Vertiefungen).

[0004] Typischerweise werden die zum Aufbau ei-
ner Multiwellplatte verwendeten Materialien auf der
Grundlage der zu testenden Proben und der zu ver-
wendenden Analysetechniken ausgewahlt. Bei-
spielsweise sollten die Materialien, aus denen die
Multiwellplatte hergestellt ist, gegenliber den Kompo-
nenten der Probe oder gegenuber jeder biologischen
oder chemischen Beschichtung, die auf die Platte
aufgebracht worden ist, chemisch inert sein. AulRer-
dem sollten die Materialien gegenlber Strahlungs-

oder Warmebedingungen undurchdringlich sein, de-
nen die Multiwellplatte im Verlauf eines Experiments
ausgesetzt ist, und sollten eine ausreichende Starr-
heit fur die manuelle Anwendung aufweisen.

[0005] Bei vielen Anwendungen wird ein transpa-
rentes Fenster im Boden von jeder Probenvertiefung
bendtigt. Transparente Boden werden hauptsachlich
bei Assaytechniken eingesetzt, die auf der Emission
von Licht aus einer Probe und auf anschlieRenden
spektroskopischen Messungen beruhen. Beispiele
fur solche Techniken umfassen Flissigkeitsszintillati-
onszahlung, Techniken, die Licht messen, das von lu-
mineszenten Marker emittiert wird, wie biolumines-
zente oder chemolumineszente Marker, fluoreszente
Marker, oder Extinktionsniveaus. Vertiefungen mit
optisch transparentem Boden ergeben auch den Vor-
teil des mikroskopischen Betrachtens von Proben
und lebenden Zellen in der Vertiefung.

[0006] Derzeit sind Multiwellplatten mit optisch
transparentem und UV-transparentem Boden auf
dem Markt und werden fir die beschriebenen Zwe-
cke verwendet. Diese Platten sind typischerweise ein
Hybrid aus verschiedenen polymeren Materialien,
wobei ein Material die Vertiefungswande und das an-
dere den Bodenteil der Vertiefungen aufbaut.

[0007] Idealerweise weisen die zur spektroskopi-
schen und mikroskopischen Messung zu verwenden-
den Platten aus Glas hergestellte Vertiefungsbéden
auf. Glas besitzt den Vorteil, chemisch inert zu sein,
besitzt iberragende optische Eigenschaften im sicht-
baren Bereich, ist starr und aufgrund seiner hohen
Schmelztemperatur hochresistent gegeniiber jedem
Deformationsprozess, der durch Warme verursacht
wird. Weiterhin und im Gegensatz zu den meisten
Polymeren kann Glas gestaltet und bearbeitet wer-
den, um eine Oberflache bereitzustellen, die ein sehr
geringes Hintergrundsignal erzeugt, und die bis zur
aulersten Glattheit gefertigt werden kann. Dennoch
kann seine Oberflache unschwer beschichtet oder
anderweitig verandert werden, um das Anknipfen
von speziellen Zielmolekilen zu beginstigen. Bei-
spielsweise kann eine Silanbeschichtung auf das
Glas aufgebracht werden, um jede Diversitat an funk-
tionellen Gruppen, wie beispielsweise Aminfunktio-
nalitaten auszudehnen. Eine solche Aminfunktionali-
tat kann wirksam eingesetzt werden, um reaktive Mo-
lekile der allgemein bei biologischen Assays und
Testablaufen verwendeten Typen zu immobilisieren,
z. B. um spezielle bindende Elemente (z. B. Antige-
ne, Liganden und Haptene), ganze Zellen, Proteine
(z. B. Bindungsproteine, Rezeptorproteine, Antikor-
per und Antikdrperfragmente), Nukleinsduren (z. B.
RNA- und DNA-Molekile), Gewebe und dergleichen
zu immobilisieren. Auferdem ist die Verwendung ei-
ner Polylysinbeschichtung auf Glas-Deckglasern, um
Nervenzellen wachsen zu lassen, ein Standardver-
fahren.
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[0008] Wahrend es einfach ist, Glas in Lagen herzu-
stellen, ist es leider nicht méglich, aus Glas herge-
stellte Gegenstande spritzzugieRen, und es ist ex-
trem schwierig, einen geschmolzenen Glasklumpen
auf ein Industriestandardformat fir Assayplatten zu
pressen. Eine Losung fiir das Problem, die die vorlie-
gende Erfindung bietet, besteht in der Kombination
einer spritzgegossenen polymeren oberen Platte, die
pressgeformt wird, um die Vertiefungen einer Mikro-
platte zu bilden, mit einer im Wesentlichen flachen
transparenten unteren Platte aus Glas, um die Vertie-
fungsbdden zu bilden. Um dieses Ergebnis zu erzie-
len, haben die Erfinder mehrere bekannte Verfahren
zum Kombinieren von Glas und Kunststoff in Erwa-
gung gezogen. Zwei allgemein eingesetzte Verfahren
zum Verbinden dieser Typen von Materialien beste-
hen im adhasiven Binden und im Insertionsformen.

[0009] Die Verwendung von Klebstoffen, um das
Material, das die Vertiefungsbdden bildet, und das
Material, das die Vertiefungswande bildet, miteinan-
der zu verbinden, ist teuer und flihrt zur Verunreini-
gung der biologisch empfindlichen Vertiefungsober-
flache. Niedermolekulare Spezies aus dem polyme-
ren Material, welche die Seitenwande der Vertiefun-
gen aufbauen, sowie Spezies innerhalb des Kleb-
stoffs selbst neigen zur Migration durch den Klebstoff
und auf die transparente Bodenoberflache. Wenn
dies eintritt, kdnnen Biomolekile nicht ordnungsge-
maR mit der Oberflache, wie unter bestimmten As-
saybedingungen beabsichtigt, reagieren. Klebstoffe,
die UV-gehartet oder UV-stabilisiert sind, besitzen
ebenfalls die Neigung zur Absorption von UV-Licht,
was zu veranderten fluoreszenten Messungen flhren
kann, die von einem Detektor abgelesen werden, der
oberhalb oder unterhalb der Platte angeordnet ist.
Die Auswirkung des UV-Lichts besteht in der
nichtspezifischen Modifikation des Signals durch
nichtspezifische Fluoreszenz und somit in der Erzeu-
gung von unerwinschten Hintergrundmessungen,
die von Vertiefung zu Vertiefung und von Platte zu
Platte duRerst variabel sind.

[0010] Insertionsformen ist eine weitere Ubliche
Technik zum Verbinden von polymeren und glaser-
nen Teilen miteinander. Bei diesem Fertigungsver-
fahren wird der Polymerteil gegen oder um das Glas-
teil pressgeformt. Da das Polymer eine weitaus nied-
rigere Schmelztemperatur als das Glas aufweist, ver-
bleibt das Glas in fester Form, wahrend das flissige
Polymer dagegen gepresst wird. Nach dem Harten
bleibt die Polymer/Glasgrenzflache nur durch schwa-
che Wechselwirkungen gebunden. Ein Weg der Er-
héhung der mechanischen Festigkeit der Verbindung
besteht im Pressformen oder im Verkapseln des Gla-
ses mit dem Polymer, z. B. bei Aschenbechern mit
Glasboden. Leider ist die Verwendung dieser Technik
zur Kombination von polymeren Teilen mit Glaslagen
von Objekttragerdicke, wie bei der Multiwellplatten-
herstellung beschrieben, nicht durchfihrbar, da die

mechanische Festigkeit von Glas bei einer solchen
Dunne extrem niedrig ist.

Zusammenfassung

[0011] Die vorliegende Erfindung bietet eine ver-
besserte Multiwellplatte und ein Verfahren zur Her-
stellung einer Multiwellplatte mit einem transparenten
Vertiefungsbodenteil, welcher die unverzerrte spek-
troskopische Messung von Lichtemissionen aus ei-
ner Probe erlaubt. Das Verfahren umfasst die folgen-
den Schritte: Bereitstellen einer oberen Platte mit ei-
ner Aneinanderreihung von offenendigen Vertiefun-
gen, wobei die Platte aus einem polymeren Material
hergestellt ist, das ein Silan und infrarotabsorbieren-
de Teilchen und/oder Teilchen enthalt; Bereitstellen
einer im Wesentlichen flachlagigen unteren Platte
aus Glas, die im Wesentlichen gegentber Infrarot-
strahlung bei den gewahlten Wellenlangen transpa-
rent ist; Inkontaktbringen der oberen Platte mit der
unteren Platte zur Bildung einer Grenzflache; und Er-
warmen der oberen Platte an der Grenzflache tber
ihre Ubergangstemperatur, durch die untere Platte,
mittels Infrarotstrahlung, wobei das geschmolzene
Polymer der oberen Platte die untere Platte an der
Grenzflache benetzt und das Teil abgekuhlt wird, so
dass die obere Platte und die untere Platte miteinan-
der durch kovalente Verbindung gebunden werden,
die wahrend des Benetzungs-, Erwarmungs- und Ab-
kihlschrittes gebildet wird.

[0012] Das vorliegende Verfahren erlaubt das Ver-
kndpfen von Flachglas geringer Dicke als das Mate-
rial fur die transparente untere Platte. Glas besitzt
den Vorteil, dass es nicht polarisiert oder sich aus-
dehnt und dadurch nicht die Emissionsmessungen
verzerrt, die aus den Probenvertiefungen erhalten
werden. Zusatzlich kann Glas bis auf extreme opti-
sche Flachheitsanforderungen gefertigt werden und
besitzt einen weitaus hdheren Schmelzpunkt als das
Polymermaterial, das die obere Platte aufbaut. Als
Ergebnis ist es gegenlber einer Verformung auf-
grund von Schmelzen weitaus weniger empfindlich
und erhalt wahrscheinlicher seine ausgezeichneten
optischen Eigenschaften aufrecht.

[0013] Das vorliegende Verfahren gestattet auch
die Verknupfung von gleichartigen Polymeren (z. B.
eine schwarze opake obere Platte aus Polystyrol mit
einer optisch transparenten Polystyrolfolie) oder das
Verknlpfen von ungleichen Polymeren (z. B. eine
schwarze opake obere Platte aus Polystyrol mit einer
PTFE-Folie). Die resultierenden polymeren Platten
besitzen einzigartige charakteristische Flachheit so-
wohl in den einzelnen Vertiefungen als auch tber die
gesamte Platte.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0014] Fig. 1 ist eine dreidimensionale Ansicht der
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erfindungsgemafien Multiwellplatte.

[0015] Fig. 2 ist ein Teilquerschnitt der erfindungs-
gemalen Multiwellplatte. Die erfindungsgemaflen
oberen und unteren Platten sind gezeigt, nachdem
die beiden verbunden worden sind.

[0016] Fig. 3 ist ein Teilquerschnitt einer Ausfih-
rungsform der erfindungsgemafRen Multiwellplatte,
welcher die Bodenplatte zeigt, die mit einer chemisch
aktiven Beschichtung behandelt wurde.

[0017] Fig. 4 ist eine perspektivische Explosionsan-
sicht der erfindungsgemafRen Multiwellplatte.

[0018] Fig.5 ist eine teilweise explodierte Quer-
schnittsansicht einer Ausflihrungsform der Multiwell-
platte, die die vorliegende Erfindung ausfiihrt, die
dinne Rillen um den Umfang der Vertiefungsbéden
zeigt.

[0019] Fig. 6 ist eine schematische Querschnittsan-
sicht des Herstellungsgerates, das bei der vorliegen-
den Erfindung vor Einleiten von Gas eingesetzt wird.

[0020] Fig. 7 ist eine schematische Querschnittsan-
sicht des Herstellungsgerates, das bei der vorliegen-
den Erfindung nach Einleiten von Gas zum Aufblasen
der Blase, die aus der PDMS-Schicht gebildet wird,
verwendet wird.

[0021] Fig. 8 ist eine Explosionsansicht einer Aus-
fuhrungsform der vorliegenden Erfindung.

[0022] Fig.9 ist eine schematische explodierte
Querschnittsansicht einer Aneinanderreihung von
Teilen in dem Herstellungsgerat, das bei der vorlie-
genden Erfindung zur Herstellung einer Platte mit ei-
nem Dunnfilmboden verwendet wird.

[0023] Fig. 10 ist eine schematische Darstellung
der Teile von FEig. 9, wie zusammengebaut, und in-
nerhalb des Herstellungsgerates befestigt.

[0024] Fig. 11 ist eine Balkengraphdarstellung, die
die Flachheit entlang der Platte von 96-Wellplatten,
die durch das erfindungsgemale Verfahren herge-
stellt wurden, und vergleichbare Platten, die mit ei-
nem Standardpressformverfahren hergestellt wur-
den, vergleicht.

[0025] Fig. 12 ist eine Balkengraphdarstellung, die
die Flachheit entlang der Vertiefung von 96-Wellplat-
ten, die durch das erfindungsgemaRe Verfahren her-
gestellt wurden, und vergleichbare Platten, die mit ei-
nem Standardpressformverfahren hergestellt wur-
den, vergleicht.

[0026] Fia. 13 ist eine Balkengraphdarstellung, die
die Flachheit entlang der Vertiefung von 384-Well-

platten, die erfindungsgemal hergestellt wurden,
und vergleichbare Platten, die mit einem Standard-
pressformverfahren hergestellt wurden, vergleicht.

[0027] Fig. 14 ist eine Aufnahme eines 300X-Ras-
terelektronenmikroskops von einem Querschnitt der
Bindungszone zwischen einer oberen Platte aus Po-
lystyrol und einer unteren Platte aus Polystyrol, die
erfindungsgemaf zusammengefiigt wurden.

[0028] Fig. 15 ist eine 200fach vergrofierte Photo-
graphie von Zellen in einer Vertiefung einer 96-Well-
platte, die durch das erfindungsgemafie Zusammen-
bauverfahren erzeugt wurde. Die Oberflache ist un-
behandelt.

[0029] Fig. 16 ist eine 200fach vergrofierte Photo-
graphie von Zellen in einer Vertiefung einer 96-Well-
platte, die durch das erfindungsgemafie Zusammen-
bauverfahren erzeugt wurde. Die Oberflache ist mit
Plasma behandelt.

[0030] Fig. 17 ist eine 200fach vergrofierte Photo-
graphie von Zellen in einer Vertiefung einer 96-Well-
platte, die durch das erfindungsgemafie Zusammen-
bauverfahren erzeugt wurde. Die Oberflache ist mit
Plasma und Collagen behandelt.

Ausfuhrliche Beschreibung der Erfindung

[0031] Gezeigt in Fig. 1 ist eine erfindungsgemalie
Multiwelltestplatte 10. Die Platte umfasst eine peri-
phere Randleiste 12 und eine obere Oberflache 13
mit einer Aneinanderreihung von Vertiefungen 14, die
jeweils in der Lage sind, ein zu testendes Probenali-
quot aufzunehmen. Vorzugsweise entspricht die Plat-
te Industriestandards fur Multiwellplatten; das heift,
eine Platte ist durch eine periphere Randleiste 12 be-
grenzt, mit 96 Vertiefungen in einer 8 x 12-Matrix (zu-
einander senkrechte 8 und 12 Vertiefungsreihen)
ausgelegt. Zusatzlich entsprechen Hohe, Lange und
Breite vorzugsweise den Industriestandards. Aller-
dings kann die vorliegende Erfindung auf jeden Typ
von Multiwellplattenanordnung, einschlief3lich 384
und 1536 Wells, implementiert werden und ist auf kei-
ne spezielle Anzahl von Vertiefungen oder auf irgend-
welche speziellen Dimensionen beschrankt.

[0032] Die Platte weist einen zweiteiligen Aufbau
auf. Unter Bezugnahme auf Fig. 2, ein Teilquer-
schnitt von Multiwellplatte 10, bildet eine obere Platte
20 die Vertiefungswande 24 und die obere Oberfla-
che; eine untere Platte 22 bildet die Vertiefungsbo-
den. Wahrend des Fertigungsverfahrens, wie es
nachstehend ausfuhrlich beschrieben wird, werden
die beiden Platten integral und chemisch miteinander
an einer Grenzflache 28 verbunden.

[0033] Jede Vertiefung 14 umfasst einen oberen
Rand 16, Seitenwande 24 und einen Boden 26. Um
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die Lichttransmission zwischen nebeneinander lie-
genden Vertiefungen zu verhindern, sind die Seiten-
wande 24 vorzugsweise aus einem opaken organi-
schen polymeren Material gebildet oder sind mit ei-
nem anorganischen TiO,-Material gefllt. Fur die As-
say-Techniken, die den Nachweis von sehr geringen
Mengen an Licht erfordern, wie bei der Flussigkeits-
szintillationszahlung, ist die Pigmentierung, die ver-
wendet wird, um das polymere Material opak zu ma-
chen, vorzugsweise hell farbig (z. B. weil3), so dass
sie hochreflektiv und nicht absorptiv ist, um eine hohe
Zahleffizienz bezlglich der radioaktiven Proben zu
gewabhrleisten. Allerdings kdnnen die Wande optisch
transparent sein. In einigen Fallen von Lumineszenz-
und Fluoreszenzassays ist es bevorzugt, dass die
Seitenwande 24 der Probenvertiefungen 14 nicht re-
flektiv und absorptiv sind, in welchem Fall die Vertie-
fungswande 24 aus einem schwarz pigmentierten
Polymer geformt sind. Wie allgemein bekannt und
praktiziert, kann die schwarze Farbung des Polymers
durch Zugabe eines Pigmentmaterials, wie Rul3, zu
der Polymermischung bei Konzentrationen, die be-
kannt sind und auf dem Fachgebiet unschwer prakti-
ziert werden, erreicht werden. Die weille Farbung
wird typischerweise mit TiO, erzielt.

[0034] Der Boden der Vertiefungen 26 ist im Gegen-
satz zu den Seitenwanden 24 aus einem transparen-
ten Material geformt. Vorzugsweise ist das Material
anorganisch, wie Glas, kann allerdings reines Silici-
umdioxid, Glimmer oder auch metallisch beschichte-
te Folien sein. Starker bevorzugt ist das Glas von ho-
her optischer Qualitat und Flachheit, wie Alumoboro-
silicatglas (Corning Inc. Code 1737). Die optische
Flachheit des Vertiefungsbodens und der Platte ist
besonders wichtig, wenn die Platte zum mikroskopi-
schen Betrachten von Proben und lebenden Zellen in
den Vertiefungen verwendet wird. Diese Flachheit ist
wichtig bei der Bereitstellung einer gleichmaRigen
Zellverteilung und bei der Begrenzung optischer
Schwankung. Wenn die Vertiefungsbéden kuppelfor-
mig sind, neigen die Zellen beispielsweise dazu, sich
in einem Ring um den auBeren Teil des Vertiefungs-
bodens zu vereinigen. Wenn umgekehrt die Vertie-
fungen nach unten gekrimmt sind, vereinigen sich
die Zellen am tiefsten Punkt. Die Glas-Objekttrager
sind typischerweise innerhalb von Mikrometern flach,
um eine gleichmaBige Verteilung zu gewahrleisten.
Vorzugsweise sind die Vertiefungsbdden aus einer
Glaslage mit einer Dicke entsprechend den Deckgla-
sern flr Objekttragern gebildet, die hergestellt wer-
den, um auf die optischen Eigenschaften von be-
stimmten mikroskopischen Linsen zu passen. Ob-
wohl die Vertiefungsbéden jede beliebige Dicke be-
sitzen kénnen, ist es zum mikroskopischen Betrach-
ten bevorzugt, dass die Vertiefungsbodendicke im
Bereich von 5-100 Mikrometer liegt und dass sie eine
Flachheit im Bereich von 0-10 Mikrometer Uber den
Durchmesser der auReren untersten Oberflache ei-
ner einzelnen Vertiefung aufweisen. Die innere und

aullere Oberflache dieser Vertiefungen sind kopla-
nar.

[0035] Das hier eingesetzte Glasmaterial kann von
diversen Herstellern (z. B. Erie Scientific, Corning,
Inc.) als Lage bezogen werden. Diese Lagen kénnen
dann zur Anpassung an die Dimensionen der ge-
wlinschten PlattengréRe verandert werden. Dies bil-
det eine Wand mit transparentem Boden 26 fur jede
Probenvertiefung 14 und gestattet das Hindurch-
schauen. Die transparente untere Platte gestattet
auch, dass Lichtemissionen durch den Boden der
Probenvertiefungen 14 gemessen werden.

[0036] Die Multiwellplatte 10 besteht aus zwei ge-
trennten Teilen. Eine getrennt pressgeformte obere
Platte 20, die eine Aneinanderreihung von offenendi-
gen Probenvertiefungen 14 umfasst, wird zur Bildung
der Seitenwande 24, der peripheren Randleiste 12
und der oberen Oberflache 13 verwendet. Die obere
Platte ist vorzugsweise aus langkettigen Polymeren
pressgeformt, die durch Erhitzen verflochten werden
und sich miteinander in einem nicht kovalenten Me-
chanismus beim Abkuhlen binden, wodurch ein
durchdringendes polymeres Netzwerk gebildet wird.
AuRerdem ist die obere Platte vorzugsweise aus ei-
ner Gruppe von Polymeren, die eine Silanfunktionali-
tat enthalten, gewahlt. Silanfunktionelles Polymer
kann mit anderen Monomeren copolymerisiert wer-
den, um Polymere mit angehangten Silangruppen zu
erzeugen. Diese Polymere vernetzen bei Exposition
gegenuber Feuchtigkeit in der Umgebung und erge-
ben ein verstarktes Endpolymer. Ein Beispiel fur ein
geeignetes Material ist Poly(ethylen-co-trialkoxyvi-
nylsilan). Die Silanfunktionalitadt in dem Polymer ist
von Bedeutung bei der Erzeugung einer kovalenten
Verknupfung mit der unteren Platte aus Glas, die ver-
wendet wird, um die Vertiefungsbdden 26 zu bilden.
Die beiden Platten werden an einer Grenzflache 28 in
Kontakt gebracht, wo kovalente Verknipfungen zwi-
schen der Silanfunktionalitat des organischen poly-
meren Materials, das die obere Platte 20 bildet, und
der Hydroxylfunktionalitdt der unteren Platte aus
Glas 22 die kovalente Verknipfung erzeugen.

[0037] Es sollte angemerkt werden, dass die obere
Platte nicht pressgeformt zu sein braucht. Beispiels-
weise kann eine Lage des Silanpolymers bereitge-
stellt werden, in die durch Laser Vertiefungen ge-
bohrt, gestanzt oder anderweitig enthommen wer-
den. AuRerdem kann die obere Platte laminiert wer-
den, so dass jede Schicht gewiinschte Eigenschaften
aufweist. Beispielsweise kann die oberste Schicht re-
flexionshemmend sein, eine mittlere Schicht, die die
Seitenwande der Platte bildet, kann zur Meniskus-
kontrolle hydrophob sein, eine unterste Schicht, die
die untere Platte aus Glas kontaktiert, ist ein Silanpo-
lymer.

[0038] Die Vertiefungen 14 kénnen jedes Volumen
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oder jede Tiefe aufweisen, allerdings gemaR dem
96-Well-Industriestandard besitzen die Vertiefungen
ein Volumen von ungefahr 300 pl und eine Tiefe von
12 nun. Der Abstand zwischen den Vertiefungen be-
tragt ungefahr 9 mm zwischen den Mittellinien von
Reihen in x- und y-Richtung. Die gesamten Héhen-,
Breiten- und Langendimensionen der Platte sind vor-
zugsweise bei 14 mm, 85 mm bzw. 128 mm standar-
disiert. Die Vertiefungen koénnen in jeder beliebigen
Querschnittsform (in der Draufsicht) hergestellt wer-
den, einschliellich Quadrat, reine vertikale Wande
mit flachen oder runden Béden, konische Wéande mit
flachen oder runden Bdden und Kombinationen da-
von.

[0039] Fig. 3 zeigt eine Teilquerschnittsansicht ei-
ner Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung.
Diese Figur zeigt allerdings auch eine chemisch akti-
ve Beschichtung 30, die der inneren Oberflache der
unteren Platte 22 zugefuigt werden kann. In Abhan-
gigkeit von den Testanforderungen kann jede Anzahl
von chemisch aktiven Beschichtungen, die nachste-
hend ausfihrlicher beschrieben werden, zur Behand-
lung der Glasoberflache der Vertiefungsbéden ver-
wendet werden, sowohl auf der inneren als auch du-
Reren Vertiefungsbodenoberflache.

[0040] Fig.4 ist eine explodierte perspektivische
Ansicht der erfindungsgemaRen Multiwellplatte. Die
obere Platte 20 kann gesehen werden, die die peri-
phere Randleiste 12, den oberen Rand 16, Vertiefun-
gen 14 und Seitenwande 24 enthalt. Die untere Platte
22 ist vorzugsweise flach und bemessen, um Vertie-
fungsbdden fur samtliche Vertiefungen der oberen
Platte 20 zu bilden. Obwohl die untere Platte 22 als
Ganzes im Wesentlichen flach ist, kann sie Relief-
merkmale aufweisen, die auf ihrer Oberflache ausge-
bildet sind, wie Rillen, Kurven, Linsen, erhabene Ab-
schnitte, Beugungsgitter, Dellen, konzentrische Krei-
se, vertiefte Regionen etc. Solche Merkmale kénnen
auf der unteren Platte derart angeordnet sein, dass
sie die Vertiefungsbdden selbst formen oder ander-
weitig Merkmale der Vertiefungsbdden werden und
kénnen wiederum die Leistung eines Assays verstar-
ken, den Nachweis verstarken oder erméglichen (wie
im Falle mit Linsen und Gittern) oder dazu dienen,
das Binden mit der oberen Platte mechanisch zu er-
leichtern. Diese Reliefmerkmale kénnen durch eine
Anzahl von bekannten Verfahren gebildet werden,
einschlieBlich Vakuumthermoformen, Pressen, che-
misches Atzen, Laserbearbeiten, abrasives Bearbei-
ten, Polieren oder Prazisionswalzen.

Infrarotbestrahlungs-KaltschweilRverfahren

[0041] Das bevorzugte Verfahren zur Herstellung
der erfindungsgemafRen Platte besteht im Einsatz
von Infrarotbestrahlung, die an der Grenzflache zwi-
schen der oberen Platte und der unteren Platte, die in
Kombination eine Multiwellplatte bilden, absorbiert

wird. Die obere Platte wird unter Verwendung von
Standard-Spritzgusstechniken auf dem verwendeten
organischen polymeren Material gebildet. Infrarot ab-
sorbierende Teilchen werden dem Batch-Gemisch
zugesetzt. Im Falle einer rupigmentierten oberen
Platte, dient der RuR an sich als Infrarotabsorptions-
material. Wenn transparente Vertiefungswande erfor-
derlich sind, muss ein Infrarot absorbierendes trans-
parentes Pigment verwendet werden (z. B. Laser-
farbstoffe, wie IR-792-Perchlorat, erhaltlich von Ald-
rich Chemical). Konzentrationen fiur die Laserfarb-
stoffe sind vorzugsweise gréRer als 5 x 107° g/cm? im
Grenzflachenbereich zwischen oberer und unterer
Platte. Das organische polymere Material der Wahl
wird zu einer oberen Platte 20 pressgeformt, wie in
Fig. 4 gezeigt, bestehend aus einer peripheren
Randleiste 12, einer Aneinanderreihung von offenen-
digen zylindrischen Vertiefungen 14, die durch Sei-
tenwande 24 definiert sind, und mit oberen Randern
16.

[0042] Als Nachstes wird eine Glaslage als untere
Platte erhalten, deren Langen- und Breitendimensio-
nen im Allgemeinen einer GréRRe genigen, die in der
Lage ist, eine gesamte Aneinanderreihung von Ver-
tiefungen aus einer Industriestandard-Multiwellplatte
abzudecken. Die Dicke ist variabel, allerdings vor-
zugsweise in dem zuvor besprochenen Bereich. Vor
dem Zusammenbau wird das Glas intensiv durch Py-
rolyse, Plasma, UV/Ozon oder Piranha-Lésung ge-
reinigt. Die beiden Platten werden fest im gegenseiti-
gen Kontakt unter Verwendung einer Infrarotzusam-
menbaumaschine gehalten, die beispielsweise von
Branson Ultrasonics (Danbury, Connecticut) herge-
stellt wird. Eine schematische Querschnittszeich-
nung des Zusammenbaus ist in den Fig. 6 und Eig. 7
gezeigt. Eine untere Metallfunktion 50 richtet aus und
halt die obere Platte 52. Eine obere Funktion 54 be-
steht aus einer infraroten transparenten Polycarbo-
natlage 56 von ausreichender Dicke, um mindestens
25 psig stand zu halten, die mit einer platinkatalysier-
ten Polydimethylsiloxan (PDMS)-Lage 58 von ausrei-
chender Dicke verschraubt ist, die ebenfalls in der
Lage ist, mindestens 25 psig stand zu halten. Eine
entsprechende untere Platte 62 wird auf die obere
Platte 52 aufgesetzt. Wahrend des SchweilRverfah-
rens halten die Metall-C-Klemmen 60 die obere
Funktion 54 und die untere Funktion 50 zusammen.
Die Klemme 60 ist an der oberen Funktion und der
unteren Funktion durch entsprechende Scharniere,
Bolzen und Klemmeneinrichtungen befestigt, die
stark genug sind, um 25 psig stand zu halten und die
aus Edelstahl oder beispielsweise Aluminium herge-
stellt sind. Ein Metallrahmen 51 ist im Inneren der
Randleiste der oberen Platte angeordnet, um die un-
tere Platte ordnungsgemafy tber den Vertiefungen
der oberen Platte auszurichten und zu lokalisieren.

[0043] Nachdem die Klemmen sicher befestigt wur-
den, wird ein geeignetes Gas, z. B. Stickstoff, in den
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Raum zwischen der Polycarbonatlage 56 und der
PDMS-Lage 58 mittels eines Gaseinlasses 64 einge-
leitet. Wie in Fig. 7 gezeigt, wird die PDMS-Lage
durch die sich aufbldhende Gastasche 66 nach unten
gepresst. Dieses Aufblasen besitzt die Wirkung des
gleichmafigen Pressens der Teile (obere Platte und
untere Platte) im innigen Kontakt. Der Druck kann
eingestellt werden, allerdings ist der bevorzugte Be-
reich 4-25 psi, starker bevorzugt 5-7 psig.

[0044] AnschlieBend wird durch eine Aneinander-
reihung von Infrarotlaserdioden, die bei ungefahr 820
nm transmittieren, Energie zugeflihrt. Diese Energie
passiert die Polycarbonatfolie, die PDMS-Folie und
die untere Platte aus Glas und wird auf den Teil der
oberen Platte gerichtet, der die untere Platte kontak-
tiert. Die Infrarot-absorbierenden Molekiile, die Teil
des Matrixpolymers der oberen Platte bilden, absor-
bieren diese Energie, Gbertragen sie auf das Polymer
und bringen dadurch den Teil der oberen Platte zum
Schmelzen, der an das Glas der unteren Platte an-
grenzt. Das organische Polymermaterial der oberen
Platte muss auf seine Schmelztemperatur gebracht
werden, damit es das Glas benetzt und damit an-
schlieRend die kovalenten Verknupfungen zwischen
dem Silan in dem Polymer und den Hydroxylgruppen
des Glases an der Grenzflache erfolgen, da die Re-
aktion der kovalenten Verknlpfung durch die Gegen-
wart von Warme und Feuchtigkeit vorangetrieben
wird. Der Zusammenbau sollte vorzugsweise unter
Reinraumbedingungen stattfinden. In der Tat entfernt
ein Kohlefilter in der Einheit wirksam Rauch und rest-
liche organische Stoffe, die aus dem SchweilRverfah-
ren herruhren, und schutzt die Laser vor Ausgasen
und fiihrt dem System Reinluft zu. Au3erdem ist es
hilfreich, die Einheit mit Helium zu spilen, wahrend
das Schweillverfahren gestartet und durchgefihrt
wird. Dies unterstltzt das Erzielen eines reinen Teils
und begrenzt jegliche unerwiinschte Oberflachenoxi-
dation oder andere Reaktionen auf den exponierten
Oberflachen.

[0045] Die Aneinanderreihung von Infrarotdioden
wird fokussiert, um eine gleichmaRige Energielinie
von etwa 2 mm Breite auf der Bodenflache der obe-
ren Platte zu ergeben. Die Klemme 60, die in Fig. 6
beschrieben wird, wird bei einer konstanten Ge-
schwindigkeit verschoben, um die Energielinie Uber
der gesamten Oberflache, die zu binden ist, abzutas-
ten. Die Abtastgeschwindigkeit ist variabel, allerdings
vorzugsweise im Bereich von 0,1-1,0 Zoll/Sekunde.
Die Betriebsenergie auf dem Instrument liegt typi-
scherweise im Bereich zwischen 45 und 75 %. Der
Laser kann am Ende der Abtastung ausgeschaltet
werden, um Beschadigung an der Klemme oder an
dem Schiebemechanismus zu verhindern. Bei einer
bevorzugten Ausfihrungsform wird der Metallrah-
men 51 zur Festlegung des abzutastenden Berei-
ches und zum Halten der unteren Platte aus Glas 62
in Ausrichtung verwendet. Dieser Metallrahmen

nimmt auch die Energie, bis die Laserausgabe stabil
ist, und die Energie von jeder Uberabtastung auf.
Falls notwendig, kann der Rahmen gekuhlt werden.
AuRerdem kann jede Uberschuissige Energie, die den
gesamten Aufbau von oberer und unterer Platte (z. B.
in den Vertiefungsbereichen) passiert, von der Basis
der zusammengebauten Struktur absorbiert werden,
die vorzugsweise mit einer Kihlvorrichtung ausge-
stattet ist. Die Kombination des Rahmens und der
Basis des Instruments nimmt die beim Schweil’en
nicht verwendete Laserenergie auf. Da andere Mate-
rialien IR-transparent sind, ist der Warmestau in dem
Polycarbonatfenster 56, der PDMS-Blase 58 und
dem Glas 62 minimal. Ein Aufheizen tritt nur Gber der
Abtastlinie auf, so dass nach Passieren der Abtastli-
nie Uber einen bestimmten Bereich die untere und
obere Platte in dem Bereich gebunden werden, wah-
rend der noch nicht abgetastete Bereich immer noch
durch die Klemmmittel zusammengehalten wird, die
vorstehend beschrieben wurden. Aufgrund des
Klemmens verbleibt die Erfassung zwischen oberer
und unterer Platte wahrend des Schweillverfahrens
unverandert; dies ist besonders wichtig, wenn eine
exakte Ausrichtung von Funktionen in der unteren
Platte erforderlich ist.

[0046] Das kovalente Pfropfen wird in einer Zwei-
stufenreaktion erreicht. Als erstes erfolgt eine Hydro-
lysereaktion, wobei ein Wassermolekil eine Silici-
um-Ethoxy-Bindung in dem Silan hydrolysiert, wobei
ein Molekul Ethanol freigesetzt wird und eine Bin-
dung einer Siliciumhydroxidfunktion zurlickbleibt. Als
Zweites erfolgt eine Kondensationsreaktion, wobei
zwei Siliciumhydroxidfunktionalitdten, eine von dem
Silan und die andere von der Glasoberflache, ein
Wassermolekdl eliminieren und eine Siloxanbindung
entstehen lassen. Die resultierenden Siloxanbindun-
gen, die die obere und untere Platte zusammenpfrop-
fen, sind extrem stabil.

[0047] Die Infrarotschweiltechnik wird als "Kalt-
schweildtechnik" betrachtet, da sie das Erhitzen nur
auf die Kontaktzonengrenzflache am Boden der Sei-
tenwande, die den offenen Boden der oberen Platte
definieren, konzentriert. Dies erlaubt es, dass das or-
ganische Polymermaterial, das den Rest der oberen
Platte bildet, starr und kalt bleibt, ebenso wie auch
das Glasmaterial. Auflerdem erlaubt die Verwendung
eines Infrarotlasers, dass das organische Polymer-
material sehr schnell aufgeheizt und nur eine kleine
Warmemenge an der Grenzflache hinzugefiihrt wird,
die schnell abgestrahlt wird. Dies hat die Wirkung der
Verhinderung, dass das polymere Material der obe-
ren Platte sich ausdehnt und dafiir unbiegsam bleibt.
Im Gegensatz dazu wirden herkémmliche Aufheiz-
verfahren dazu fihren, dass sich aufgrund des lang-
samen Aufheiz- und Abkulhlverfahrens, das diesen
Verfahren zu eigen ist, die Gesamtheit der oberen
Platte dehnt und gegebenenfalls biegsam wird.
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[0048] Fig. 5 ist ein explodierter Teilquerschnitt, der
eine alternative Ausgestaltung der oberen Platte
zeigt, die fur die Wechselwirkung zwischen dem Po-
lymer und der unteren Platte aus Glas mehr Oberfla-
che bereitstellt. Eine Wulst 40 wird auf dem Boden
der Seitenwande 42 der Probenvertiefungen, die die
obere Platte 44 aufbauen, ausgeformt. Diese Wiilste
kontaktieren direkt und binden kovalent an die Ober-
flache der unteren Platte 46, wodurch der Kontaktbe-
reich zwischen den Platten drastisch zunimmt.

[0049] Bei einer alternativen Ausfiihrungsform
kann, vor dem kovalenten Verschmelzen der oberen
und unteren Platte miteinander und wie in Fig. 3 ge-
zeigt, eine biologisch oder chemisch aktive Beschich-
tung 30 auf die Oberflache der unteren Platte 22 auf-
gebracht werden. Auf diese Weise, nachdem die un-
tere und obere Platte unter Bildung einer Multiwell-
platte verschmolzen sind, wird den Vertiefungsbdden
darauf die Beschichtung verliehen. Beschichtungen
kdnnen durch jedes auf dem Fachgebiet bekannte
geeignete Verfahren eingebracht werden, einschliel3-
lich Drucken, Sprihen, Kondensation, Strahlungsen-
ergie, lonisationstechniken oder Tauchen. Die Be-
schichtungen kénnen anschlieRend entweder kova-
lente oder nicht kovalente Verkniipfungsstellen be-
reitstellen. Solche Stellen in oder auf der Oberflache
der Bodenvertiefung kénnen zum Anknupfen von
Gruppierungen eingesetzt werden, wie Assaykompo-
nenten (z. B. ein Element eines Bindungspaares),
chemische Reaktionskomponenten (z. B. Festpha-
sensynthesekomponenten fur die Aminosaure- oder
Nukleinsauresynthese) und Zellkulturkomponenten
(z. B. Proteine, die das Wachstum oder die Haftung
erleichtern). Auflerdem kdnnen die Beschichtungen
auch zur Verstarkung des Anknupfens von Zellen (z.
B. Polylysin) verwendet werden. Es kann auch davon
ausgegangen werden, dass eine Aneinanderreihung
von Biomolekiilen (z. B. DNA-Sequenzen) gedruckt
oder anderweitig an der Oberflache der unteren Plat-
te aus Glas vor dem Zusammenbau mit der oberen
Platte synthetisiert werden kdnnen. Nach dem Ver-
knUpfen mit der oberen Platte kann jeder Vertiefungs-
boden eine solche getrennte Aneinanderreihung ent-
halten. Das erfindungsgemafRe Herstellungsverfah-
ren ist besonders flr jede Ausfiihrungsform geeignet,
die das Aufbringen einer Beschichtung oder einer an-
deren Einheit umfasst. Da nur eine begrenzte Region
auf der polymeren oberen Platte und beabstandet
von dem Bereich, der zu den Vertiefungsbéden wird,
tatsachlich erhitzt wird, um die obere und untere Plat-
te miteinander zu verknipfen, verbleibt die Beschich-
tung im Wesentlichen unverandert und unbescha-
digt. Bei dieser Ausfiihrungsform ist gewahrleistet,
dass keine Materialien den Beschichtungen zuge-
setzt werden, die bei der Wellenladnge der bestimm-
ten Laserdioden, die eingesetzt werden, absorbieren.

[0050] Weiterhin kann davon ausgegangen werden,
dass Beschichtungen auf die duflerste Oberflache

der Vertiefungsbdden aufgebracht werden. Beispiels-
weise kdnnen Beschichtungen, die die optischen Ei-
genschaften der Vertiefung beeinflussen (z. B. Farb-
filter, IR-Filter, UV-Filter, Polarisationsfilter, Photo-
nensiebe, reflexionshemmende Oberflachen etc.),
auf der Grundlage der speziellen Assay-Anforderun-
gen aufgebracht werden.

[0051] Zusatzlich kann die untere Platte eine gleich-
maRige Beschichtung auf der kontaktierenden Ober-
flache aufweisen, von der Bindungsbereiche durch
Laser ablatiert werden. Diese Technik kann in Fallen
erforderlich sein, wobei eine extrem dicke Beschich-
tung die Integritat der unter Verwendung des IR-Zu-
sammenbauinstrumentes gebildeten Bindung beein-
flussen kann. Da die Beschichtung von den Berei-
chen entfernt wird, in denen die untere und obere
Platte sich schneiden, ist nichts vorhanden, um die
Bindungsfestigkeit zu beeinflussen. Alternativ kann
die Beschichtung als Designdruck aufgebracht wer-
den, bei dem die Bindungsbereiche beschichtungs-
frei sind. Diese Drucktechnik kann auch zur Erzeu-
gung von Bodenvertiefungen eingesetzt werden, die
jeweils eine verschiedene funktionalisierte Oberfla-
che auf der Grundlage verschiedener Beschichtun-
gen aufweisen. Dies kann durch Aufdrucken der di-
versen Beschichtungen Uber die Kontaktoberflache
der unteren Platte erreicht werden. Die beschichteten
Regionen richten sich jeweils mit einer bestimmten
Vertiefung aus der oberen Platte aus. Nach dem sie
gebunden ist, wird eine Platte mit verschiedenen Be-
schichtungen in den Bdden von jeder Vertiefung er-
reicht.

Dichtung

[0052] Bei einem zu dem vorstehend beschriebe-
nen und wie in Fig. 8 gezeigten alternativen Kon-
struktionsverfahren kann, statt eine gesamte aus ei-
nem Silanpolymer hergestellte obere Platte heranzu-
ziehen, eine Grenzflachendichtung, die aus dem Si-
lanpolymermaterial mit |R-Absorptionsmerkmalen
pressgeformt ist, wie zuvor beschrieben, eingesetzt
werden. Bei einer solchen Ausfihrungsform dient die
Dichtung 70 als Bindungserleichterung zum Verknup-
fen des Glasbodens 72 mit der polymeren oberen
Platte 74. Diese dunnschichtartige Dichtung, die
auch durch Schneiden oder Stanzen einer Folie ge-
bildet werden kann, besitzt vorzugsweise die glei-
chen Grundflachendimensionen wie der fertig ge-
stellte Plattenboden. Obwohl die Dichtungsdicke va-
riieren kann, ist es bevorzugt, dass sie zwischen 0,5
bis 5 Mil Dicke liegt, so dass die gesamte Dichtung
ordnungsgemaf und vollstandig von Strahlung, die
nur auf eine Seite gerichtet ist, erhitzt werden kann.
Eine Aneinanderreihung von Léchern oder Ausstan-
zungen wird darin gebildet, um sich exakt mit den
Vertiefungen der oberen Platte auszurichten und ih-
nen zu entsprechen. Wie vorstehend, wird ein poly-
meres Material zu einer oberen Platte pressgeformt,
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die aus einer peripheren Randleiste und einer Anein-
anderreihung von Vertiefungen mit Seitenwanden
und oberen Randern besteht. Es ist allerdings nicht
notwendig, dass diese Platte ein Silanmaterial ent-
halt. Vorzugsweise ist die obere Platte aus einem Po-
lymermaterial pressgeformt, das IR-transparent ist,
wie Polystyrol, Polypropylen, Polymethacrylat, Poly-
vinylchlorid, Polymethylpenten, Polyethylen, Polycar-
bonat, Polysulfon, Polystyrolcopolymere, cyclische
Olefincopolymere, Polypropylencopolymere, Fluor-
polymere, Polyamide, vollstandig hydrierte Styrolpo-
lymere, Polystyrolbutadien-Copolymere und Polycar-
bonat-PDMS-Copolymere. Nach dem Pressformen
wird die obere Platte mit der Grenzflachendichtung
kontaktiert und ausgerichtet, die anschlieRend mit ei-
ner unteren Platte kontaktiert wird, die eine transpa-
rente Glaslage einschlief3t, indem das Infrarot-Zu-
sammenbauinstrument und das zuvor beschriebene
Verfahren eingesetzt werden. Anschlieend wird die
Infrarotstrahlung durch die untere Platte aus Glas auf
die Grenzflachendichtung zwischen oberer und unte-
rer Platte gerichtet. Die Strahlung passiert das Glas
und wird durch die IR-absorbierenden Teilchen (z. B.
RuB) in dem Polymermaterial, aus dem die Dichtung
gebildet ist, absorbiert. Diese Energieabsorption
heizt nur die Dichtung auf und fihrt dazu, dass das
Polymer seine Schmelztemperatur erreicht. Dieses
geschmolzene Dichtungsmaterial benetzt das Glas,
wo kovalentes Siloxanbinden zwischen dem Silan in
dem Dichtungspolymer und den Hydroxylgruppen
des Glases durch den gleichen zuvor beschriebenen
Mechanismus auftritt. Das geschmolzene Dichtungs-
material benetzt und schmilzt gleichzeitig die Grenz-
flache zwischen ihm und der oberen Platte, wodurch
eine interpenetrierende polymere Netzwerkbindung
erzeugt wird. Bei einer bevorzugten Ausfuhrungs-
form wird IR-Strahlung durch eine IR-transparente
obere Platte auch auf die Dichtung gerichtet. Auf die-
se Weise wird nicht nur die Grenzflache zwischen
Glas und Dichtung, sondern auch die Grenzflache
zwischen oberer Platte und Dichtung erhitzt, wodurch
die Bindungsfestigkeit an beiden Grenzflachen ver-
starkt wird.

[0053] Wie bei der vorherigen Verfahrensausfih-
rungsform ist dieses Verfahren zweckmaRig bei der
Glaslage, die vor dem Zusammenfiigen mit einer bi-
ologisch oder chemisch aktiven Beschichtung behan-
delt werden kann. Da das Aufheizen nur in dem Po-
lymermaterial der Dichtung auftritt und nicht auf dem
Glas selbst, verbleibt die Beschichtung oder die an-
geknupfte biologische/chemische Gruppierung grof3-
tenteils durch das Fertigungsverfahren unbeeinflusst.

[0054] Es ist auch wichtig anzumerken, dass das
Dichtungsmaterial als undurchdringbare Barriere fur
den Fluidtransfer zwischen den Vertiefungen und als
Barriere fiur jede optische Querkommunikation dient.

Silanbeschichtung

[0055] Noch eine weitere Ausfiihrungsform zur Her-
stellung der erfindungsgemafien Platten mit Glasbo-
den besteht im Aufbringen einer Silanbeschichtung
auf den Teil der oberen Platte, der mit der unteren
Platte aus Glas wahrend des Zusammenbaus wech-
selwirkt. Bei dieser Ausflhrungsform wird ein Lo-
sungsmittel, das sowohl die Silanfunktionalitat, wie
ein Epoxysilan (z. B. 2-7-Oxabicyc-
lo[4.1.0]hept-3-yl-ethyl]silan; Aldrich Chemical) sowie
IR-absorbierende Pigmente oder Farbstoffe in Ace-
ton enthalt, beispielsweise auf dem Bodenteil einer
polymeren (z. B. ein Styrolpolymer) oberen Platte
mittels Sprihen, Drucken, Tauchen, Birsten, Be-
schichten, Warmharten oder durch ein anderes Mittel
aufgebracht. Obwohl zur Durchfiihrung der Erfindung
nicht notwendig, wird angenommen, dass das Epo-
xysilamaterial in das Polymermaterial der oberen
Platte interkaliert und damit vernetzt, wahrend die Si-
lanfunktionalitat weiterhin aktiv gestreckt verbleibt.
Wiederum, wie bei den bisherigen Ausflihrungsfor-
men, wird die beschichtete obere Platte mit der unte-
ren Platte aus Glas unter Verwendung des Infra-
rot-Zusammenbauinstruments und des zuvor be-
schriebenen Verfahrens kontaktiert. Die Infrarotstrah-
lung wird anschliefend durch die untere Platte aus
Glas auf die Silanbeschichtung an der Grenzflache
zwischen oberer und unterer Platte gerichtet. Die
Strahlung passiert das Glas und wird durch die
IR-Absorptionsteilchen (z. B. RuB}) in der Silanbe-
schichtung absorbiert. Diese Energieabsorption heizt
nur die Beschichtung auf, was die kovalente Bin-
dungsreaktion zwischen dem Silan und dem Glas vo-
rantreibt, wo kovalentes Siloxanbinden zwischen den
Silan- und den Hydroxylgruppen des Glases durch
den gleichen zuvor beschriebenen Mechanismus
auftritt.

[0056] Wie bei der vorherigen Verfahrensausfih-
rungsform ist dieses Verfahren bei den Glaslagen
zweckmaRig, die vor dem Zusammenflgen mit einer
biologisch oder chemisch aktiven Beschichtung be-
handelt werden kénnen. Da das Aufheizen nur in
dem IR-Absorptionsmaterial an der Grenzflache und
nicht auf dem Glas selbst auftritt, verbleibt der Uber-
zug oder die angeknipfte biologische/chemische
Gruppierung groéfRtenteils durch das Fertigungsver-
fahren unbeeinflusst.

Magnetische Teilchen

[0057] Bei einem zu dem vorstehend beschriebe-
nen alternativen Konstruktionsverfahren werden an-
stelle von Infrarot absorbierenden Teilchen magneti-
sche Teilchen oder ferromagnetische Teilchen in die
Silanpolymermischung beim Pressformen einer
Dichtung eingemischt. Die magnetischen Teilchen
sind vorzugsweise mit einer Plasma-polymerisierten
Beschichtung beschichtet, um zu verhindern, dass
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das ferromagnetische Material mit dem Vertiefungs-
inhalt wechselwirkt. Wie vorstehend, wird eine Anei-
nanderreihung von Léchern oder Ausstanzungen da-
rin zur Ausrichtung und zur exakten Entsprechung
mit den Vertiefungen der oberen Platte gebildet. Glei-
chermalfien wird ein polymeres Material zu einer obe-
ren Platte pressgeformt, die aus einer peripheren
Randleiste und einer Aneinanderreihung von Vertie-
fungen mit Seitenwanden und oberen Randern be-
steht. Nach dem Pressformen wird die obere Platte
mit der Grenzflachendichtung kontaktiert und ausge-
richtet, die anschlieRend mit einer unteren Platte kon-
taktiert wird, die eine transparente Glaslage ein-
schliet, deren Lange- und Breite-Dimensionen im
Allgemeinen bemessen sind, um samtliche Vertiefun-
gen des Industriestandards fir Multiwellplatten abzu-
decken. AnschlieBend wird elektromagnetische
Strahlung auf die Grenzflachendichtung zwischen
der oberen und unteren Platte gerichtet. Die Strah-
lung passiert das Glas und wird durch die magneti-
schen Teilchen in dem Polymermaterial, das die
Dichtung aufbaut, absorbiert. Diese Energieabsorpti-
on fihrt zur Schwingung der magnetischen Teilchen,
die wiederum nur die Dichtung aufheizen, was dazu
fluhrt, dass das Polymer seine Schmelztemperatur er-
reicht. Das geschmolzene Dichtungsmaterial benetzt
das Glas, wo kovalentes Siloxanbinden zwischen
dem Silan in dem Dichtungspolymer und den Hydro-
xylgruppen des Glases durch den gleichen zuvor be-
schriebenen Mechanismus erfolgt. Das geschmolze-
ne Dichtungsmaterial benetzt und schmilzt gleichzei-
tig die Grenzflachen zwischen ihm und der oberen
Platte und erzeugt dadurch eine interpenetrierende
polymere Netzwerkbindung. Wie vorstehend, wird
bei einer bevorzugten Ausflihrungsform die elektro-
magnetische Energie auch durch die obere Platte auf
die Dichtung gerichtet, um eine starkere Bindung zwi-
schen oberer Platte und Dichtung zu erzeugen.

[0058] Wie bei der vorherigen Verfahrensausfih-
rungsform ist das Verfahren zweckmaRig bei der
Glaslage, die vor dem Zusammenbau mit einer biolo-
gisch oder chemisch aktiven Beschichtung behandelt
werden kann. Da das Aufheizen nur in dem Polymer-
material der Dichtung erfolgt und nicht auf dem Glas
selbst, bleibt die Beschichtung oder die angeknupfte
biologische/chemische Gruppierung groRtenteils
durch das Fertigungsverfahren unbeeinflusst.

[0059] Es kann auch davon ausgegangen werden,
dass anstelle einer Dichtung eine Transferfolie oder
-druckfarbe, die magnetische Teilchen enthalt, auf
die unterste Ebene der oberen Platte durch Heil3-
stempeln, Tauchen oder andere bekannte Mittel
Ubertragen wird. Wenn diese Region mit der unteren
Platte, z. B. der Glaslage, die Grenzflache bildet, ist
sie das Ziel der vorgeschriebenen Bestrahlung.

Aufheizen der unteren Platte

[0060] Ein weiteres alternatives Verfahren zur Her-
stellung besteht im Aufheizen der unteren Platte der-
art, dass ihre Temperatur auf die Schmelztemperatur
des polymeren Materials, das die obere Platte auf-
baut, erhdht wird. Nach Kontakt mit der aufgeheizten
unteren Platte wird die Temperatur der oberen Platte
bis auf ihren Schmelzpunkt erhéht. Wiederum, wie
bei den zuvor beschriebenen Ausflihrungsformen,
tritt das Aufheizen der oberen Platte nur an der
Grenzflache mit der unteren Platte auf. Im Gegensatz
zu den anderen Ausflihrungsformen wird allerdings
die Glasplatte selbst aufgeheizt, was diese Ausflh-
rungsform flir Falle, bei denen eine Beschichtung
oder eine biologische/chemische Gruppierung vor
dem Zusammenfiigen angeknipft wird, weniger at-
traktiv. Wiederum ist der kovalente Siloxanbindungs-
verknipfungsmechanismus der gleiche wie bereits
beschrieben. Das Verfahren sollte unter Inertgasbe-
dingungen zur Verhinderung der schnellen Oxidation
gefahren werden.

[0061] Weiterhin sollte, obwohl nicht notwendiger-
weise zur besten Qualitdt bevorzugt, es angemerkt
werden, dass die erfindungsgemale Platte mit Glas-
boden auch unter Verwendung von Standardinserti-
onspressformtechniken hergestellt werden kann, wo-
bei die untere Platte aus Glas in einer Pressform ein-
gefuhrt und die silanfunktionelle polymere obere Plat-
te auf ihrer Oberflache pressgeformt wird. Die Ver-
knipfung zwischen den Platten ist aufgrund der an-
gehangten Silangruppen in dem polymeren Material
der oberen Platte und den Hydroxylgruppen auf der
Glasoberflache weitgehend kovalent.

Polymer-Polymer-Plattenherstellung

[0062] Es sollte auch bemerkt werden, dass, obwohl
die obigen Ausfihrungsformen der vorliegenden Er-
findung die Verwendung einer unteren Platte aus
Glas vorsehen, das Herstellungsverfahren zum An-
bringen einer unteren Platte, bestehend aus einem
Polymermaterial oder auch aus einer Polymerfolie,
ebenso wirksam ist. In diesem Fall ist die Ankniipfung
nicht kovalent, wie beschrieben, sondern beruht auf
einer Schmelzverbindung. Bei einer solchen Ausfuh-
rungsform wird eine Polymerfolie anstelle der unte-
ren Platte aus Glas verwendet. Die Folie ist im We-
sentlichen gegeniber Infrarotstrahlung transparent.
Beispiele fur IR-transparentes Material, welches als
unterer Plattenteil dienen kann, umfassen Polystyrol,
Polypropylen, Polymethacrylat, Polyvinylchlorid, Po-
lymethylpenten, Polyethylen, Polycarbonat, Polysul-
fon, Polyolefine, cyclische Olefincopolymere, Poly-
styrolcopolymere, Polypropylencopolymere, Fluorpo-
lymere, Polyester, Polyamide, Polystyrol-Butadienco-
polymere, vollstandig hydrierte Styrolpolymere und
Polycarbonat-PDMS-Copolymere. Die Wahl des Ma-
terials hangt von dem bestimmten Typ von Assay,

10/30



DE 60128 972 T2 2008.02.14

den die Multiwellplatte ermdglichen soll, ab. Bei die-
ser Ausflhrungsform kann die untere Platte die Form
einer Platte, einer Folie (porés oder nicht-porés), ei-
nes Filters, von Pigment enthaltenden Folien und von
Hohlraum enthaltenden Folien annehmen. Im Falle
von Folien kann die Dicke in Abhangigkeit von Mate-
rial- und Assay-Anforderungen variieren, allerdings
umfasst das vorliegende Verfahren die Plattenher-
stellung mit Folien von so gering wie 1 Mil in der Di-
cke. Multiwellplatten, die mit Folien mit Dicken unter
5 Mil hergestellt werden, sind unter Verwendung von
Standardspritzgusstechniken schwer, falls nicht un-
moglich, herzustellen. Die extrem diinnen Folien, die
als Bodenvertiefungen eingesetzt werden koénnen,
kénnen den Gasaustausch durch den Vertiefungsbo-
den erlauben, der wiederum das Zellwachstum und
die biologische Aktivitat fordert. Wie bei der Ausfih-
rungsform der unteren Platte aus Glas, die zuvor be-
schrieben wurde, kann die polymere untere Platte
Reliefmerkmale enthalten, die auf ihrer Oberflache
ausgebildet sind, wie Rillen, Kurven, Linsen, erhabe-
ne Abschnitte, Beugungsgitter, Dellen, konzentrische
Kreise, vertiefte Regionen etc. Solche Merkmale kon-
nen auf der unteren Platte derart lokalisiert sein, dass
sie die Vertiefungsbéden an sich formen oder ander-
weitig Merkmale der Vertiefungsbdden werden und
wiederum die Leistung eines Tests verbessern kon-
nen, den Nachweis verbessern oder ermdglichen
kdnnen (wie im Falle mit Linsen und Gittern) oder
dazu dienen, das Binden mit der oberen Platte me-
chanisch zu erleichtern.

[0063] Eine obere Platte ist entweder aus Material
mit IR-Absorptionseigenschaften (z. B. Rul}) press-
geformt oder besitzt IR-Absorptionsmerkmale an der
Grenzflache, an der die obere und untere Platte ge-
bunden werden. Beispielsweise kann eine IR-trans-
parente obere Platte auf deren Boden ein IR-Absorp-
tionsmaterial heil3 aufgestempelt, gedruckt, warmge-
hartet, gespriiht oder anderweitig tGbertragen wurde,
eingesetzt werden. Beispiele flr geeignete IR-absor-
bierende Materialien umfassen Ruf3-Pigment, Laser-
farbstoffmolekiile oder andere IR-absorbierende Ma-
terialien, die den Fachleuten allgemein bekannt sind.
Es ist auch davon auszugehen, dass die untere Plat-
te einen gemusterten Bereich aus IR-Absorptionsma-
terial, welches auf ihre Bindungsoberflache ubertra-
gen wurde, die sich ordnungsgemaf mit einer voll-
standig IR-transparenten oberen Platte ausrichten
wirde, aufweist.

[0064] Vor dem Zusammenfligen sollte die polyme-
re untere Platte, gleich ob Folie oder starre Platte, mit
einem ionisierten Luftstrom gereinigt werden, um
samtliches teilchenférmige Material zu entfernen und
um elektrostatische Aufladung abzubauen. Das Poly-
mer kann auch mit Plasma behandelt sein, um jede
unerwiinschte Feuchtigkeit zu entfernen und um die
Oberflache mit reaktiven funktionellen Gruppen zu
aktivieren. Diese Aktivierung kann ihrerseits die Poly-

mer-Polymer-Wechselwirkung zwischen oberer und
unterer Platte verstarken sowie eine biologisch reak-
tive Oberflache erzeugen. In der Tat kann das Binden
bestimmter ungleicher Polymere durch das offenbar-
te Verfahren Plasmabehandlung der interaktiven
Grenzflachen erfordern. Die Plasmabehandlung
kann durch Verwendung einer Plasmakammer (Bran-
son 7150, Branson Ultrasonics, Danbury Connecti-
cut) erreicht werden. Die HF-Frequenz wird vorzugs-
weise auf 13,56 MHz eingestellt, der Druck betragt
180 Millitorr, unter Verwendung von Sauerstoff, und
die Behandlungsdauer betragt ungefahr 1,0 Minuten.

[0065] Wiederum, wie bei den vorherigen Ausfih-
rungsformen, wird die obere Platte mit der unteren
Platte zusammengebracht, wobei das Infrarot-Zu-
sammenbauinstrument und das zuvor beschriebene
Verfahren eingesetzt werden. Die Infrarotstrahlung
wird anschlieend durch die IR-transparente untere
Platte auf das IR-absorbierende Material an der
Grenzflache zwischen der oberen und unteren Platte
gerichtet. Das Aufheizen erfolgt nur in Bereichen, von
denen zuvor festgelegt wurde, dass sie IR-Strahlung
absorbieren. Das Aufheizen in Kombination mit an-
gelegtem Druck zur Verstarkung des Schweifl3verfah-
rens gestattet die Fusion entlang der Grenzflache
zwischen den Teilen. Im Gegensatz zum Spritzguss-
vorgang, wobei Bedingungen wie extreme Hitze das
Polymer polarisieren und spannen, das den Vertie-
fungsboden aufbaut, gewahrleistet dieses selektive
Aufheizverfahren, dass nur die Grenzflache aufge-
heizt wird, wodurch die Verformung der Vertiefung
verhindert und die optischen Qualitaten der unteren
Platte/Folie beibehalten werden.

[0066] Wenn eine nicht selbsttragende Diinnschicht
als untere Platte verwendet wird, ist es bevorzugt,
dass eine Lage von Glas in den IR-Zusammenbauin-
strument als Ruickschicht fir die Folie eingesetzt
wird, um die Erzeugung des notwendigen Druckes
zum Binden der oberen Platte zu unterstiitzen. Die
Eig. 9 bis Fig. 10 sind schematische Querschnitts-
darstellungen der Klemmmechanismen in dem
IR-Zusammenbauinstrument. Fig. 9 ist eine Explosi-
onsansicht der Teile und des bei dieser Ausfiihrungs-
form eingesetzten Klemmmechanismus. Eine obere
Platte 80, die die Form einer Polystyrol-Multiwellplat-
te mit offenen Vertiefungen einnimmt, wird mit dem
Instrument an Ort und Stelle fixiert. Die untere Platte
82, die die Form einer Polystyrolfolie einnimmt, wird
Uber der oberen Platte 80 angeordnet. Eine Glaslage
84, die bemessen ist, um im Wesentlichen die untere
Platte/Folie zu bedecken, wird ber der unteren Plat-
te 82 angeordnet. Eine Polycarbonatschicht 86 wird
innerhalb eines Aluminiumrahmens 88 gehalten.
Eine PDMS-Blase 90 wird an dem Aluminiumrahmen
88 festgeklemmt. In Fig. 10 sind s&mtliche Teile in in-
nigem Kontakt, Gas wurde in den Bereich zwischen
dem Polycarbonat 86 und der Blase 90 gepumpt, wo-
durch ein einheitlicher Druck auf die Glaslage 84 er-
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zeugt wird. Der an das Glas angelegte Druck durch
die Blase kann zwischen 4-25 psi betragen, aller-
dings liegt er vorzugsweise zwischen 5-7 psi. Wie zu-
vor beschrieben, wird die IR-Strahlung durch das Po-
lycarbonat 86, die PDMS-Blase 90, das Glas 84 und
die Polystyrolfolie 82 auf die Kontaktflache der obe-
ren Platte aus Polystyrol 80 gerichtet. Die IR-Strah-
lung wandert direkt durch die obere Platte in die Ab-
schnitte mit offener Vertiefung ein, ohne aufzuheizen.
Die obere und untere Platte werden miteinander ther-
misch verbunden, und das Teil wird aus dem Instru-
ment genommen. Die Glaslage bindet nicht an die
untere Platte und wird darum unschwer entfernt. Es
ist auch wichtig anzumerken, dass Uberall in diesem
Verfahren nichts den Teil der Folie kontaktiert, der
zum Boden der Vertiefungen werden soll. Dies ist von
Bedeutung, da es die optische Integritat und biologi-
sche Integritat des Vertiefungsbodens beibehalt.

[0067] Das so beschriebene Verfahren erzeugt bei
Verwendung mit nicht selbsttragenden Folien eine
Flachheit, die bei Platten mit oberen und unteren
Platten, die miteinander Uber nicht klebende Mittel,
wie Insertionspressformen, UltraschallschweilRen
und Warmeschweillen verbunden wurden, zuvor
nicht festgestellt wurde. Nicht selbsttragende Folien
sind diejenigen, die nicht in der Lage sind, sich selbst
in einer horizontalen Ebene beim Festklemmen an ei-
nem Ende zu stitzen. Dies kann durch Festklemmen
einer Probe von 6 cm x 1 cm an einem Ende und
nach aufien Halten in einer horizontalen Position ge-
testet werden. Wenn die Probe nicht ausreichend
starr ist, um die Ebene beizubehalten, soll sie fir die
Zwecke der Offenbarung als nicht selbsttragend an-
gesehen werden.

[0068] Wie bei den vorherigen Ausflihrungsformen
kann die Folien- oder Polymerplatte (untere Platte)
mit einem biologisch oder chemisch aktiven Uberzug
vor dem Zusammenbauen behandelt werden. Da das
Aufheizen nur an der Grenzflache zwischen Polymer-
teilen erfolgt, bleibt der IR-transparente Uberzogene
Teil, der den Vertiefungsboden aufbaut, unbeein-
flusst. Aullerdem erlaubt ein einzigartiges Merkmal
dieses Zusammenbauverfahrens, dass nur die Ver-
tiefungsbdden und nicht die Vertiefungswéande be-
schichtet oder funktionalisiert werden. Dies kann be-
deutende Vorteile bei vielen Assay-Systemen aufwei-
sen, wo biomolekulare Anknipfung an die Vertie-
fungswande zu Problemen mit den Assay-Ergebnis-
sen fuhren kann. Beispielsweise ist es bei zellbasier-
ten Assays wichtig, dass Zellen an dem transparen-
ten Boden der Vertiefung in einer Monoschicht anhaf-
ten. Wenn sich die Zellen an den Seitenwanden der
Vertiefung anheften, ziehen sie sich spater zurtick
und setzen sich auf dem Vertiefungsboden ab und t6-
ten die Zellen von Interesse, die dort angeheftet sind,
ab. In einer Platte mit Vertiefungen mit nicht funktio-
nalisierten Seitenwanden und funktionalisierten B6-
den kann man sicher sein, dass die gewlinschte As-

say-Aktivitat auf den Vertiefungsbdden auftritt. Es
sollte festgestellt werden, dass dieser Vorteil glei-
chermalen auf die Ausfiihrungsform der Platte mit
Glasboden zutrifft.

Experiment 1

[0069] Um die einzigartigen Flachheitsmerkmale
sowohl Uber die einzelnen Vertiefungen wie auch
Uber den gesamten Boden einer Multiwellplatte zu
zeigen, wurden Messungen von Platten, die durch
das vorliegende Verfahren hergestellt wurden, sowie
von Platten vorgenommen, die durch Standardspritz-
guss/Insertionsformtechniken hergestellt wurden.
Fig. 11 zeigt die Flachheit von mehreren Platten, wie
durch ein Tencor (Modell P20) Profilometer gemes-
sen. Die Messungen wurden Uber den Bodenteil von
mehreren Typen von Multiwellplatten vorgenommen.
Jede Platte wurde uber mehrere verschiedene Linien
gemessen, und die Ergebnisse wurden gemittelt. Zu-
erst  wurden  mehrere  Greiner  pClear™
96-Well-Schwarz/Klarplatten, die durch Insertions-
formtechniken hergestellt wurden gemessen, wobei
eine 5 Mil dicke optisch klare Polystyrolfolie in einer
Pressform vorgelegt und eine obere Platte gegen sie
pressgeformt wird. Wie in Eig. 11, Spalte A gezeigt,
waren die Boden dieser Platten Uiber ihre Lange nicht
gleichmalig flach genug, um durch das Instrument
registriert zu werden. Als Nachstes wurden mehrere
Corning Costar™ 96-Well-Schwarz/Klarplatten ge-
messen, die ebenfalls durch eine Insertionspress-
formtechnik hergestellt wurden, wobei eine 25 Mil di-
cke separat pressgeformte optisch klare untere Plat-
te aus Polystyrol in einer Pressform vorgelegt und
eine schwarze obere Platte aus Polystyrol gegen sie
pressgeformt wird. Die schwarze Polystyrolplatte
wurde durch Standardpraxis der Zugabe von Ruf} zu
der Batch-Mischung in einer Konzentration von 1 Teil
RuBmaterial (Furnace Black-Black Pearl 430, Clarion
Corp.) auf 50 Teile unbehandeltes Polystyrol (685D,
Dow Chemical Corp.) und Spritzgieen der Platte er-
reicht. Wie in Eig. 11, Spalte B gezeigt, lag die durch-
schnittliche Flachheit iber die Platten im Bereich von
70 Mikrometern. Als Nachstes wurden mehrere Cor-
ning Costar™ 96-Well-Schwarz/Klarplatten gemes-
sen, die durch eine Insertionsformtechnik hergestellt
wurden, wobei eine 5 Mil dicke optisch klare Polysty-
rolfolie in einer Pressform vorgelegt und eine schwar-
ze obere Platte aus Polystyrol gegen sie pressge-
formt wird. Wie in Fig. 11, Spalte C gezeigt, lag die
durchschnittliche Flachheit Uber diese Platten im Be-
reich von 80 Mikrometern. Schlief3lich wurden mehre-
re Platten gemessen, die durch das erfindungsgema-
Re Verfahren aus einer 5 Mil optisch klaren Polysty-
rolfolie IR-strahlungsgebunden an eine schwarze
obere Platte aus Polystyrol hergestellt wurden. Wie in
Fig. 11, Spalte D gezeigt, betragt die durchschnittli-
che Flachheit Uber diese Platten ungefahr 55 Mikro-
meter.
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Experiment 2

[0070] GleichermalRen wurden die Platten von Bei-
spiel 1 Uber die Béden von mehreren statistisch aus-
gewabhlten einzelnen Vertiefungen auf Flachheit ge-
messen. Fig. 12 zeigt die Ergebnisse des Experi-
ments. Die Greiner uClear™-Platte, Spalte A, besitzt
Vertiefungsbéden mit einer durchschnittlichen Flach-
heit von nahezu 60 Mikrometern. Die Corning
Costar-25-Mil-Bodenplatten, Spalte B, besitzen eine
durchschnittliche Vertiefungsflachheit von ungefahr
35 Mikrometern. Die Corning Costar-5-Mil-Boden-
platten, Spalte C, besitzen eine durchschnittliche Bo-
denflachheit von etwa 40 Mikrometern. Die 5-Mil-Bo-
denplatten, die durch das vorliegende Verfahren her-
gestellt wurden, besitzen eine durchschnittliche Ver-
tiefungsflachheit von weniger als 5 Mikrometern.

Experiment 3

[0071] Die Flachheit Gber die Vertiefung wurde auch
fur Platten gemessen, die auf die gleiche Weise mit
den gleichen Materialien wie in Beispiel 1, allerdings
eines 384-Wellformates anstelle von 96, hergestellt
wurden. Wiederum sind die Flachheitsmessungen fur
die erfindungsgemaf hergestellte Platte in der Flach-
heit den Platten Uberlegen, die durch standardmafi-
ge Insertionspressformtechniken fir Flachheit tber
eine einzelne Vertiefung hergestellt wurden. Fig. 13
zeigt die Ergebnisse des Experiments. Die Greiner
uClear™-384-Wellplatte, Spalte A, besitzt Vertie-
fungsbdden, von nahezu einer durchschnittlichen
Flachheit von 16 Mikrometern. Die Corning Co-
star™-25-Mil-Bodenplatten, Spalte B, besitzen eben-
falls eine durchschnittliche Bodenflachheit von unge-
fahr 16 Mikrometern. Die Corning Costar™-5-Mil-Bo-
denplatten, Spalte C, besitzen eine durchschnittliche
Vertiefungsflachheit von etwa 12 Mikrometern. Die
5-Mil-Boden-384-Wellplatten, die erfindungsgemaf
hergestellt wurden, besitzen eine durchschnittliche
Vertiefungsflachheit von weniger als 5 Mikrometern.

Experiment 4

[0072] Mehrere Glasobjekttrager mit 1 x 3 Zoll wur-
den zur Bestimmung der relativen Festigkeit der Si-
lan/Glasbindungswechselwirkung eingesetzt, die
eine wesentliche Rolle bei einigen Ausflihrungsfor-
men der vorliegenden Erfindung spielt. Zwei Typen
von Wechselwirkungen wurden untersucht. Als Ers-
tes wurde ein 20-Mil dickes Silan-freies Polymerma-
terial auf einem Glas-Objekttrager unter Verwendung
des IR-Zusammenbauinstruments und des Verfah-
rens, wie bereits beschrieben, angebracht. Als
Nachstes wurde ein 20 Mil dickes Silan-enthaltendes
Polymermaterial auf einem Glasobjekttrager unter
Verwendung des IR-Zusammenbauinstruments und
des Verfahrens, wie bereits beschrieben, ange-
bracht. Das Polymermaterial war in jedem Fall be-
messen, um ungefahr ein Zoll Gber das Glas zu Uber-

lappen.

[0073] Nach dem Zusammenfliigen wurde jedes Teil
mit einer Klemme stabilisiert, der Uiberlappende Poly-
merteil wurde festgeklemmt und mit einer Kraft in ei-
nem rechten Winkel zu der Ebene gezogen, die
durch den Glasobjekttrager festgelegt wurde. Die
Pounds insgesamt an Kraft, die zum Trennen des
Glases von dem Polymer auf jedem Objekttrager er-
forderlich waren, wurden registriert.

[0074] Das Silan-freie Polymermaterial registrierte
ein Ergebnis von 0 Pounds an Kraft, die zur Trennung
erforderlich war. Das Silan-enthaltende Material
konnte bei Aufbringen der maximalen Kraftmenge
(40 Ibs.) aus dem Messinstrument nicht von dem
Glas abgetrennt werden. Dieses Experiment zeigt die
Wirksamkeit der Bindungswechselwirkung, die durch
die Siloxanverknipfungen ermdglicht wird.

Experiment 5

[0075] Mehrere 96-Wellplatten wurden unter Ver-
wendung des erfindungsgemaflen Zusammenbau-
verfahrens konstruiert. Die Platten wurden aus einer
oberen Platte aus Polyethylen mit hoher Dichte und
einem 1 mm dicken Glasboden, die miteinander tber
eine Vinylsilandichtung verbunden waren, aufgebaut.
Die Platten wurden anschlieBend einem Drucktest
unterzogen, um die Kraft zu unterscheiden, die erfor-
derlich ist, um die Teile zu trennen. Ein Ametec™-Ma-
nometer wurde verwendet, wobei die Manometerein-
heit in verschiedene Vertiefungen eingefiihrt und ge-
gen die Vertiefungsbdden gepresst wurde. Keine
Trennung oder Verzerrung der Platte trat bis 20
Pounds an Druck auf, die Obergrenze des Instru-
ments. Dieser Test zeigt die Wirksamkeit der Bin-
dung, die durch Einsatz einer Dichtungsvorrichtung,
wie hier beschrieben, erzeugt wurde.

Experiment 6

[0076] Eine schwarze obere 96-Wellplatte aus Poly-
styrol- wurde mit einer 5 Mil dicken optisch klaren un-
teren Platte aus Polystyrolfolie unter Verwendung
des Infrarot-Zusammenbauverfahrens, das hier be-
schrieben ist, gebunden. Anschlieend wurde die
Platte im Querschnitt zerschnitten, um die Bindungs-
zone zu exponieren. Fig. 14 ist eine REM-Aufnahme
des Querschnitts bei einer Auflésung, die den
schwarzen oberen Teil von dem optisch klaren unte-
ren Teil nicht differenziert. Eine SchweilRnaht 100
markiert die Grenze zwischen oberer Platte 102 und
unterer Platte 104. Der Boden 106 der Multiwellplatte
ist durch den Ubergang zu Luft 108 markiert. Diese
Aufnahme zeigt, dass die Polystyrolteile so gut mit-
einander verschweil}t sind, dass die Schnittlinie zwi-
schen oberer und unterer Platte nur fir die Schweil3-
naht 100 bestimmt werden kann.
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Experiment 7

[0077] Um die Auswirkungen des erfindungsgema-
Ren Schweillverfahrens auf eine vorbehandelte
Oberflache zu zeigen, wurde ein Experiment durch-
geflhrt, dass die biologische Kompatibilitat von durch
das erfindungsgemale Verfahren hergestellten Plat-
ten untersucht. Drei Gruppen von 96-Wellplatten wur-
den nach dem vorliegenden Verfahren unter Kombi-
nation einer schwarzen obere 96-Wellplatte aus Po-
lystyrol mit einer optisch klaren 5 Mil dicken unteren
Platte aus Polystyrolfolie zusammengefligt. Vor dem
Zusammenfugen wurden die unteren Platten auf ver-
schiedene Art und Weise behandelt. Bei einer ersten
Serie von Platten waren die unteren Platten unbe-
handelt; bei einer zweiten Serie von Platten wurde
die untere Plattenoberflache, die zu den Vertiefungs-
bdden werden sollte, mit Plasmastrahlung, wie vor-
stehend beschrieben, behandelt; und in der dritten
Gruppen von Platten wurden die unteren Platten mit
Plasmastrahlung behandelt und mit Collagen be-
schichtet. Nach dem Zusammenfligen wurden alle
vollstandig zusammengefligten 96-Wellplatten auf
die biologische Kompatibilitdt durch den Versuch,
Zellen auf den Vertiefungsoberflachen wachsen zu
lassen, getestet.

[0078] Beider ersten Gruppe von Platten, wie in der
Photographie von Fig. 15 gezeigt, war die unbehan-
delte Oberflache nicht mit dem Erreichen einer Mono-
schicht von Zellwachstum kompatibel. Die Zellen 110
sind weit verstreut und nicht konfluent. Einige Zellen
sind um den Rand der Vertiefung 112 gebiindelt,
wahrend andere Bereiche um den Vertiefungsrand
vollkommen frei von Zellenanknipfung sind.

[0079] Bei der zweiten und dritten Gruppe von Plat-
ten, wie durch die jeweiligen Photographien der
Fig. 16-Fig. 17 gezeigt, ist das Zellwachstum robust,
und die Zellen 110 sind gleichmaRig tber die Vertie-
fungsbodenoberflache verteilt. Die Zellen haben sich
ausgebreitet, was eine gute Haftung an der Oberfla-
che anzeigt. Auflerdem und wichtigerweise tritt das
Zellanknupfen und -wachstum bis unmittelbar zu
dem Rand der Vertiefungen 114, 116 auf. Dies zeigt,
dass das KaltschweilRzusammenfligeverfahren diese
vorbehandelten Oberflachen nicht nachteilig beein-
trachtigt.

[0080] Obwohl die Erfindung ausfihrlich fir den
Zweck der Erlauterung beschrieben wurde, ist es
selbstverstandlich, dass solche Einzelheit nur fir die-
sen Zweck gedacht ist, und dass darin Variationen
durch die Fachleute vorgenommen werden kdnnen,
ohne von dem Schutzumfang der Erfindung, der in
den folgenden Anspriichen definiert ist, abzuwei-
chen.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung einer Multiwellplatte
mit den Schritten:
Bereitstellen einer oberen Platte mit einer Anordnung
von Wells mit offenem Ende, wobei die obere Platte
aus einem organischen Polymermaterial mit einem
vorherbestimmten Schmelzpunkt ausgebildet ist;
Bereitstellen einer unteren Platte, wobei die untere
Platte von einem organischen Polymermaterial mit
einem vorherbestimmten Schmelzpunkt umfasst
wird;
Inkontaktbringen der oberen Platte mit der unteren
Platte an einer Grenzflache, wobei die Grenzflache
geeignet ist, Infrarotstrahlung zu absorbieren; und
Erhitzen der Grenzflache durch Infrarotstrahlung auf
den Schmelzpunkt von entweder dem Polymermate-
rial der unteren Platte, dem Polymermaterial der obe-
ren Platte oder beider; und wodurch die obere Platte
und die untere Platte miteinander verbunden werden.

2. Verfahren gemaf Anspruch 1, wobei die unte-
re Platte fur Infrarotstrahlung transparent ist.

3. Verfahren gemaR Anspruch 2, wobei die obere
Platte fir Infrarotstrahlung transparent ist.

4. Verfahren gemal einem der Anspriche 1-3,
wobei die obere Platte und die untere Platte aus dem
gleichen organischen Polymermaterial hergestellt
sind.

5. Verfahren gemaR einem der Anspriiche 1-3,
wobei die obere Platte und die untere Platte aus un-
terschiedlichen organischen Polymermaterialien her-
gestellt sind.

6. Verfahren gemal einem der Anspriche 1-5,
wobei die obere Platte aus einer Batch-Mischung ge-
formt ist, zu welcher im Infraroten absorbierendes
Material zugegeben wurde.

7. Verfahren gemaf Anspruch 6, wobei das im In-
fraroten absorbierende Material Ruf} ist.

8. Verfahren gemaf Anspruch 6, wobei das im In-
fraroten absorbierende Material ein Laserfarbstoff ist.

9. Verfahren gemaR einem der Anspriiche 1-5,
wobei die oberen und unteren Platten aus einem im
Infraroten transparenten Material hergestellt sind,
und wobei ein im Infraroten absorbierendes Material
auf einen Teil der oberen Platte aufgebracht wird,
welcher die untere Platte wahrend des Kontaktier-
schritts kontaktiert.

10. Verfahren gemaR einem der Anspriche 1-5,
wobei die oberen und unteren Platten aus einem im
Infraroten transparenten Material hergestellt sind,
und wobei ein im Infraroten absorbierendes Material
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auf einen Teil der unteren Platte aufgebracht wird,
welcher die obere Platte wahrend des Kontaktier-
schritts kontaktiert.

11. Verfahren gemaf einem der Anspriiche 1-10,
das des Weiteren den Schritt des Reinigens der obe-
ren und unteren Platten vor dem Kontaktierschritt
umfasst.

12. Verfahren gemaR einem der Anspriiche 1-11,
das des Weiteren das Behandeln einer Kontaktflache
der unteren Platte, das Behandeln einer Kontaktfla-
che der oberen Platte oder das Behandeln der Kon-
taktflache von sowohl der oberen als auch der unte-
ren Platten mit Gammastrahlung vor dem Kontaktier-
schritt umfasst.

13. Verfahren gemaR einem der Anspruche 1-5,
das des Weiteren den Schritt des Aufbringens einer
reaktiven Beschichtung auf eine obere Oberflache
der unteren Platte vor dem Kontaktierschritt umfasst.

14. Verfahren zur Herstellung einer Multiwellplat-
te mit den Schritten:
Bereitstellen einer oberen Platte mit einer Anordnung
von Wells mit offenem Ende, wobei die obere Platte
aus einem organischen Polymermaterial mit einem
vorherbestimmten Schmelzpunkt ausgebildet ist;
Bereitstellen einer unteren Platte, wobei die untere
Platte von einem organischen Polymermaterial mit
einem vorherbestimmten Schmelzpunkt umfasst
wird;
Inkontraktbringen der oberen Platte mit der unteren
Platte an eine Grenzflache, wobei die Grenzflache
geeignet ist, elektromagnetische Strahlung zu absor-
bieren; und
Erhitzen der Grenzflache durch elektromagnetische
Strahlung auf den Schmelzpunkt von entweder dem
Polymermaterial der unteren Platte, dem Polymer-
material der oberen Platte oder beider; und
wodurch die obere Platte und die untere Platte mit-
einander verbunden werden.

Es folgen 15 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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FIG.3
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FIG. 15
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