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(54) Title: SUPPLY SYSTEM
(54) Bezeichnung: ZULEITUNGSSYSTEM

(57) Abstract: The invention relates to a supply system comprising at least two supply lines that lead to a mixing chamber provi-
ded with an outlet line for the mixed fluids. Said supply system comprises a layer system having at least two layers, the first layer
(7) being a flow element integrating the mixing chamber (11), at least two channels (10, 10a) that lead into the mixing chamber,
and an outlet channel (12) that extends from the mixing chamber (11) to a sample or a substrate, and the second layer (8) is sealin-
gly applied to the first layer (7). The supply system is used to pertuse tissue or cell cultures with fluids.

(57) Zusammenfassung: Das Zuleitungssystem umtasst mindestens zwei Zuleitungen zu einer Mischkammer, die iiber eine Aus-
gangsleitung fiir die gemischten Fliissigkeiten vertiigt, wobei das Zuleitungssystem durch ein Schichtsystem aus mindestens zwei
Schichten gebildet wird, von denen die erste Schicht (7) ein Strémungselement ist, in welche die Mischkammer (11), mindestens
zwel Kanile (10, 10a), die in die Mischkammer fithren, sowie ein Ausgangskanal (12), der von der Mischkammer (11) zu einer
Probe oder einem Substrat fiihrt, eingelassen sind und die zweite Schicht (8) auf die erste Schicht (7) abdichtend aufgebracht ist.
Das Zuleitungssystem findet bei der Perfusion von Gewebe oder Zellkulturen mit Fliissigkeiten Anwendung.
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Beschreibung

Zuleitungssystem

Die Erfindung betrifft ein Zuleitungssystem, insbesondere ein Zuleitungssystem fiir die Perfu-

sion.

Nach dem Stand der Technik sind Zuleitungssysteme fiir die Perfusion bekannt, die aus
mehreren Vorratsbehiltern fiir Fliissigkeiten bestehen, von denen jeder tiber eine Leitung mit
einer Mischkammer verbunden ist, die die gemischte Fliissigkeit einem der Perfusion zu
unterziehenden Substrat tiber eine Ableitung zufiihrt. Diese Vorrichtungen sind uniibersicht-
lich im Aufbau, beanspruchen viel Raum, sind daher nicht einfach und ein keimfreier Betrieb
kann nicht gewihrleistet werden. Die Vorrichtungen nach dem Stand der Technik erfordern
eine hohe experimentelle Fertigkeit beim Aufbau um die Dichtigkeit der Vorrichtungen zu
gewihrleisten. Weiterhin fithren die Zuleitungssysteme nach dem Stand der Technik zu
Kreuzkontaminationen von Fliissigkeitsvolumina aus verschiedenen Zuleitungen. Die Vor-
richtungen nach dem Stand der Technik sind kostspielig im Betrieb, weil sie regelmifig
Reinigungsarbeiten unterzogen werden miissen, insbesondere um Keimfreiheit, Sauberkeit
und Hygiene zu gewiihrleisten. Eine Berechenbarkeit der Parameter fiir dreidimensionale
Stromungsverhiltnisse ist sehr anspruchsvoll, so dass viel Rechenaufwand betrieben werden
muss. Ein Betrieb der Vorrichtungen unter Uberdruck ist nicht sicher gewihrleistet und fithrt
zu Lecks. Weiterhin sind diese Vorrichtungen storanfillig gegen duflere Einwirkungen. Die

Temperierbarkeit der Zuleitungssysteme ist schwierig.

Es ist daher die Aufgabe der Erfindung, ein Zuleitungssystem fiir Fliissigkeiten, die einem
Substrat zugeleitet werden sollen, zur Verfiigung zu stellen, welches eine hygienische Zulei-
tung von Flussigkeiten ermdglicht, einfach herzustellen bezichungsweise einfach und zuver-
lassig dicht aufzubauen und zu verwenden ist und zudem noch preisgiinstig ist. Die Dichtig-
keit der Vorrichtung soll Druckbeaufschlagungen von beispielsweise 7 bar erméglichen, ohne
dass Gas oder Fliissigkeit nach auflen entweicht. Das Zuleitungssystem soll stérunanfillig
sein und eine einfache Berechenbarkeit der Stromungsparameter, wie Durchflussrate als
Funktion des Drucks, Mischeffizienz oder Mischgeschwindigkeit ermgglichen. Kreuzkonta-

mination von Fliissigkeitsvolumina verschiedener Zuleitungen sollen minimiert werden. Die
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dem Substrat zugefiihrten Fliissigkeiten sollen einfach und méglichst genau zu temperieren

sein.

Ausgehend vom Oberbegriff des Anspruchs 1 wird die Aufgabe geldst durch die Merkmale

des kennzeichnenden Teils des Anspruchs 1.

Demnach umfasst die Erfindung ein Zuleitungssystem zu einem Substrat oder einer Probe,
umfassend mindestens zwei Zuleitungen zu einer Mischkammer und eine Ableitung von der
Mischkammer, bei dem das Zuleitungssystem durch ein Schichtsystem aus mindestens zwei
Schichten gebildet wird, von denen die erste Schicht ein Stromungselement ist, in die die
Mischkammer, mindestens zwei Kanile, die in die Mischkammer fithren sowie ein Aus-
gangskanal, der von der Mischkammer zu einer Probe oder einem Substrat fiihrt, eingelassen

sind und die zweite Schicht auf die erste Schicht abdichtend aufgebracht ist.

Mit dem erfindungsgeméBen Zuleitungssystem ist es nunmehr méglich, Fliissigkeiten aus
verschiedenen Kanélen zu mischen oder in der Zufuhr beispielsweise alternierend oder ruck-
frei zu schalten, in einfacher Weise einer Perfusion oder einem anderen Versuch zuzufiihren,
die Zufuhr der Fliissigkeiten keimfrei oder je nach Anforderung sauber zu betreiben. Der
Betrieb ist kostengtinstig und das Zuleitungssystem ist einfach herzustellen bzw. aufzubauen.
Das fliissigkeitsfithrende Stromungselement ist leicht auszutauschen. Das erfindungsgeméfe
Zuleitungssystem kann mit hoheren Drucken, wie beispielsWeise 7 bar, beaufschlagt werden,
ohne dass die Dichtigkeit und Betriebssicherheit beeintrichtigt werden. Kreuzkontamina-
tionen zwischen verschiedenen Kanélen kdnnen verhindert werden. Weiterhin ist das erfin-
dungsgemife Zuleitungssystem robust gegen dufiere Einwirkungen, und die Strémungspara-
meter in jedem Kanal konnen einfach berechnet werden. Eine Temperierbarkeit ist ebenfalls
auf einfache Weise und sehr genau méglich. Durch ein einfach herzustellendes Strémungs-
element kann der Versuchsaufbau individuell auf die Problemstellung bzw. den gewiinschten

Bedingungen angepasst werden.

Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung sind in den Unteranspriichen angegeben.
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Die Figuren zeigen bevorzugte Ausgestaltungen der Erfindung in schematisierter Form.
Es zeigt:

Fig. 1: Eine Seitenansicht der erfindungsgem#Ben Vorrichtung
Fig. 2a: Eine Aufsicht auf die erfindungsgemiBe Vorrichtung
Fig. 2b: Eine vorteilhafte Ausgestaltung des Vorratsbehilters

Figur 1 zeigt ein Zuleitungssystem mit Vorratsbehiltern 1, 1a, 1b, die fiir die Aufnahme einer
Fliissigkeit bestimmt sind. Sie sind mit jeweils einer Druckquelle 2, 2a, 2b ausgestattet,
welche tiber eine Druckregulierung 3, 3a, 3b mit den Vorratsbehéltern 1, 1a, 1b verbunden
sind. An den Vorratsbehéltern 1, 1a, 1b, befindet sich jeweils eine Zuleitung 4, 4a, 4b welche
mit einem Ventil 5, 5a, 5b ausgestattet ist. Die mit den Ventilen 5, 5a, 5b ausgestatteten
Zuleitungen 4, 4a, 4b miinden in ein Schichtsystem 6 mit einer als Strémungselement
dienenden Schicht 7 und einer dariiber angebrachten Deckschicht 8. Unter der als Strémungs-
element dienenden Schicht 7 ist eine weitere Schicht 9 angebracht, die die als Stromungs-
element dienende Schicht 7 an die Deckschicht andriickt. In die als Strémungselement
dienende Schicht 7 sind Kanéle 10, 10a, 10b eingelassen, die die Zuleitungen 4, 4a, 4b mit
einer Mischkammer 11 verbinden, die ebenfalls in die als Strdmungselement dienende
Schicht 7 eingelassen ist. Von der Mischkammer 11 fiihrt ein ebenfalls in die Schicht 7 ein-
gelassener Ausgangskanal 12, der zu der in der Figur nicht dargestellten Probe in der Mess-
kammer 14 gefiihrt wird, die der Perfusion oder einer anderen Behandlung zuzufiihren ist.

Bezugszeichen 13 verweist auf Temperiermittel.

In Figur 2a, die eine Aufsicht auf die erfindungsgeméaBe Vorrichtung zeigt, haben gleiche

Vorrichtungsmerkmale dieselben Bezugszeichen.

Figur 2b zeigt in Seitenansicht eine alternative Ausgestaltung der Vorratsbehilter. Bei dieser

Ausfiihrungsform sind die verschiedenen VorratsgefiBie 1, 1a, 1b iibereinander gestapelt.
Im Folgenden soll die Erfindung in ihrer allgemeinen Form beschrieben werden.

Erfindungsgemif umfasst das Zuleitungssystem mindestens zwei Schichten, von denen die

erste Schicht eine als Strémungselement dienende Schicht 7 ist, in die mindestens zwei
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Kanile 10, 10a, die in eine Mischkammer 11 miinden, und ein Ausgangskanal 12 eingelassen

sind.

Die als Strdmungselement dienende Schicht 7 kann eine starre Platte sein, die gegossen wurde
oder in die die Kanéle 10, 10a, die Mischkammer 11 und die Ausgangsleitung 12 eingefrist

oder auf andere Weise eingelassen wurden.

Unter eingelassen im Sinne der Erfindung ist zu verstehen, dass Methoden angewendet
worden sind, mit denen Vertiefungen in die das Strémungselement bildende Schicht 7 einge-
bracht werden, die Kanéle 10, 10a, die Mischkammer 11 sowie den Ausgangskanal 12 bilden.
Diese konnen beispielsweise, aber nicht beschriinkend, GieBen einer Schicht in Formen, Stan-
zen von Kanélen, der Mischkammer sowie der Ausgangsleitung oder Frisen, Prigen der-
selben sein. Bekannte Verfahren sind Fotolithographie, GieBen, Prizisionsfriasen oder

Drucken.

Als Materialien kommen steife Materialien, wie Glas, Kunststoff, z.B. Polymethylmethacrylat
(PMMA) PTFE oder andere Kunststoffe sowie Metall, vorzugsweise Stahl, in Betracht. Auf
diese Schicht 7 ist die Deckschicht 8 aufgelegt, die mit der das Strémungselement bildenden
Schicht 7 flissigkeitsabdichtend verbunden ist.

Die Abdichtung kann durch eine elastische Zwischenschicht aus Gummi, Silikon oder Fett

gewihrleistet werden.

Vorzugsweise sind die Schichten 7 und 8 durch Mittel zum Zusammenhalten der Schichten
miteinander befestigt. Diese Mittel zum Zusammenhalten kénnen Verschraubungen oder

Klemmen sein.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform besteht die als Stromungselement dienende Schicht 7
aus einem elastischen Material wie Gummi oder Silikon, das gegossen ist. Das hat den
Vorteil, dass diese Schicht fiir jede Anwendung aus frischem, unkontaminiertem Material
unkompliziert, kostengiinstig und ohne groBen Aufwand einzeln hergestellt werden kann.
Dabei kann die Fithrung der Kanéle 10, 10a, 10b nach den fiir den jeweiligen Versuch
gewiinschten Bedingungen angefertigt werden. Die Herstellung kann mit einfachen bekannten

Verfahren erfolgen, insbesondere kann die Schicht gegossen aber auch gefrist werden. Es
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werden Reinigungsarbeiten der als Strdmungselement dienenden Schicht 7 fiir eine

Wiederverwendung erspart.

Die Verwendung eines elastischen Gussmaterials fithrt zu einer Abdichtung gegeniiber der

Deckschicht 8, so dass Abdichtmaterial eingespart werden kann.

Besteht die als Stromungselement dienende Schicht 7 aus einem elastischen Material, so kann
diese durch eine weitere Schicht 9 gegen die Deckschicht 8 gepresst werden, damit sie gas-
oder fliissigkeitsdicht gegen die Deckschicht 8 abschliefit. Hierfiir kénnen die gleichen Mittel
zum Zusammenhalten der Schichten 7 und 8 verwendet werden, wie bei der
Ausfiihrungsform, bei der die als Strdmungselement dienende Schicht 7 aus starrem Material

gebildet ist.

Fiir beide Ausfithrungsformen, ndmlich der Verwendung einer starren oder elastischen
Schicht als Stromungselement 7 gilt, dass diese fiir jede neue Anwendung individuell geméaf
den Anforderungen des durchzufithrenden Versuches angefertigt werden kénnen. Die neu
hergestellten, als Strémungselement dienenden Schichten 7, kdnnen keimfrei bzw. unter
sterilen Bedingungen hergestellt werden. Durch die Anordnungen der Schichten 7 und 8 wird
die Flissigkeitsstromung auf eine Ebene beschrinkt, so dass sich der Rechenaufwand fiir die
Berechung des Stromungsverhaltens erheblich reduziert. Bei gerader Fithrung der Kanile 10,
10a und/oder des Ausgangskanals 12 reduziert sich der Rechenaufwand weiter. Die
Strémungswiderstéinde kénnen daher leicht berechnet werden. Die einfache und preiswerte
Maoglichkeit, eine als Strdmungselement dienende Schicht 7 fiir jeden Gebrauch neu zu
fertigen, ermdglicht eine Einmalverwendbarkeit der Schicht. Damit entfillt zusétzliche
Reinigungsarbeit oder der Aufwand einer Sterilisierung. Die als Stromungselement dienende
Schicht 7 ist einfach herzustellen, insbesondere wenn sie aus einem Elastomer, wie
beispielsweise Polydimethylsiloxan (PDMS), gegossen wird. Durch die Austauschbarkeit der
Schicht 7 kann das Zuleitungssystem an die Anforderungen jedes Experiments angepasst

werden.

Die als Stromungselement dienende Schicht 7 umfasst mindestens zwei Kanile 10, 10a, die in
der Anzahl frei wéhlbar sind. So kénnen je nach experimentellen Erfordernissen beispiels-

weise 4, 7, 9 oder mehr Kanile 10, 10a in die Schicht 7 eingelassen sein.
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In einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung kénnen die Kanile 10, 10a und/oder der Aus-
gangskanal 12 mit Mitteln zum Unterbrechen des Fliissigkeitsstromes ausgestattet sein. Diese
Mittel zum Unterbrechen des Fliissigkeitsstromes kénnen Bohrungen in der Deckschicht 8
sein, welche sich tiber den Kanélen 10, 10a und/oder dem Ausgangskanal 12 befinden, in die
Stempel eingelassen sind, welche sich senken lassen, um den Fliissigkeitsstrom entweder zu
reduzieren oder ganz zu unterbrechen. Zu diesem Zweck kénnen Druckkndpfe oder Ver-
schraubungen vorgesehen sein, die sich in den Bohrungen befinden und die in Richtung der
Kandle 10, 10a ... und/oder des Ausgangskanals 12 herabgelassen oder hineingedreht werden.
Bei den Mitteln zum Unterbrechen des Fliissigkeitsstromes kann es sich auch um Ventile
handeln, welche zum Beispiel eine Elastomerschicht iiber der Deckschicht 8 und dem Kanal
10, 10a, 12 und/oder der Mischkammer so nach unten driickt, dass der Kanal geschlossen

wird.

Die Deckschicht 8 kann aus transparentem oder durchsichtigem Material, wie PMMA, Glas
oder durchsichtigem Kunststoff gefertigt sein. Das hat den Vorteil, dass die die Kanéle 10,
10a, 10b, die Mischkammer 11 und den Ausgangskanal 12 durchstromende Fliissigkeit
beobachtet werden kann, um Blasenbildung festzustellen, die die Fliissigkeitstrémung beein-

trichtigten konnte. Damit wird ein rechtzeitiges Eingreifen in den Versuchsverlauf méglich.

Die das Stromungselement bildende Schicht 7 kann ebenfalls aus transparentem oder durch-
sichtigem Material bestehen. Grundsiétzlich konnen die gleichen Materialien eingesetzt
werden wie bei der Deckschicht, jedoch ist durchsichtiges bzw. transparentes Silikon
besonders bevorzugt. Das hat ebenfalls zur Folge, dass die die Kandle 10, 10a, 10b, die
Mischkammer 11 und den Ausgangskanal 12 durchstromende Fliissigkeit beobachtet werden

kann, um z.B. Blasenbildung festzustellen, die die Fliissigkeitsstrémung beeintréchtigt.

Analog kann auch die Schicht 9 transparent oder durchsichtig sein. Die Vorteile sind die

gleichen, wie bei den Schichten 7 und 8.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform kann sich hinter der Mischkammer 11 im

Ausgangskanal 12 eine weitere Kammer befinden, welche die Probe aufnimmt, die der Perfu-

sion zuzufiihren ist.
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Die erfindungsgeméBe Vorrichtung kann mit Detektionsmitteln ausgestattet sein, welche
bestimmte Observablen der Probe in der Kammer in der Ausgangsleitung 12 detektieren, die
der Perfusion zugefiihrt wird.

Hierzu kann ein optischer Detektor vorgesehen sein, der Verdnderungen der sich in der
Kammer befindlichen Probe detektiert und gegebenenfalls als Film speichert. In diesem Fall
muss mindestens die Deckschicht 8 und/oder die untere Schicht 9 durchsichtig sein, damit
eine optische Beobachtung mdglich ist. Im Fall der optischen Beobachtung kénnen auch alle
Schichten 7, 8, 9 durchsichtig sein.

Weiterhin kann die sich im Ausgangskanal 12 befindende Kammer mit anderen Detektoren

ausgestattet sein, welche elektrische oder magnetische Messungen ermdglichen.

Als Detektoren kommen dann Elektroden, Ampersonden oder Mittel zur Impedanzmessung
zum Einsatz. Weiterhin kénnen fiir magnetische Messungen Hall-Sensoren oder Squids zum

Einsatz kommen.

Bei nicht-optischen Messungen an der Probe ist die durchsichtige Ausgestaltung der Schich-
ten 7 und/oder 8 und/oder 9 fakultativ.

In einer vorteilhaften Ausgestaltung der Erfindung hat wenigstens ein Teil der Kanile 10, 10a,
und/oder der Ausgangskanal 12 eine Querschnittsgeometrie, bei der die Breite der eingelas-
senen Kanile 10, 10a und/oder des Ausgangskanals 12 groBer ist als die Tiefe. Diese Quer-
schnittsgeometrie hat den Vorteil, dass ein besonders guter Warmeaustausch mit der Umge-
bung stattfindet. Der Querschnitt der Kanéle 10, 10a, und/oder des Ausgangskanals 12 ist
dann beispielsweise rechteckig, wobei die Tiefe kleiner ist als die Breite des Querschnitts

oder der Querschnitt bildet eine flache Rinne mit Rundungen.

In einer Ausfithrungsform kann der Ausgangsbereich des Ausgangskanals 12 breit ausgelegt

sein, so dass es zu einem besonders guten Wirmeaustausch kommt.

Diese Querschnittsgeometrie hat den Vorteil, dass ein besonders guter Wirmeaustausch mit

der Umgebung stattfindet, was eine gezielte und effiziente Temperierung begiinstigt.
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Tiefe Kanile 10, 10a, und/oder ein tiefer Ausgangskanal 12 haben den Vorteil, dass ein
besonders guter Durchfluss moglich ist. Bei einem tiefen Kanal oder einem tiefen
Ausgangskanal ist das Verhéltnis zwischen Tiefe und Breite beispielsweise 1 oder groBer. Der
Querschnitt kann dabei auch Rundungen aufweisen. Zwischen grofem Wirmeaustausch und

kleinem Strémungswiderstand muss entsprechend der Anwendung abgewogen werden.

Zur Temperierung kann eine Heizplatte oder ein Kiihlelement, z.B. ein Peltierelement oder
andere Temperiermittel, wie temperierte Fliissigkeitsstrome, eingebracht werden, die fiir die
gewiinschte Temperatur sorgen. Die Temperiermittel konnen beispielsweise zwischen die das
Stromungselement bildende Schicht 7 und die Schicht 9, aber auch an anderen Stellen, wie
beispielsweise in der Deckschicht 8 oder der unteren Schicht 9, aufgebracht oder eingelassen
sein, Die Temperiermittel konnen je nach Wunsch im Bereich der Kandle 10, 10a, 10b
und/oder im Bereich der Mischkammer 11 und/oder im Bereich der Ausgangsleitung 12, bei-
spielsweise zwischen der Schicht 9 und der das Strémungselement bildenden Schicht 7, ange-
bracht sein. Es ist auch méglich, zusdtzliche Leitungen in die das Stromungselement bildende
Schicht 7 und/oder die Deckschicht 8 und/oder die Schicht 9 einzubringen, welche eine Zir-
kulation von Temperierfliissigkeiten ermdglichen. Verschiedene Kanéle 10, 10a, 10b kdnnen
auch auf unterschiedlichen Temperaturen gehalten werden. Erwiinschte Temperaturen sind
physiologische Temperaturen, die in der Regel hoher als 32°C sind, beispielsweise 37°C.
Jedoch kénnen alle interessierenden Temperaturbereiche eingestellt werden. Beispielsweise
konnen auch Temperaturen unter 0°C, aber auch hohe Temperaturen, z. B. 80°C, gewihlt
werden. Werden Fliissigkeiten, beispielsweise lebende Zellen, als Substrat zugefiihrt, so kon-
nen auch fiir die jeweiligen Zellen extreme Temperaturen gewéhlt werden, um deren Reaktion

zu untersuchen.

Die Kanile 10, 10a, 10b stehen tiber Zuleitungen 4, 4a, 4b mit den Vorratsbehiltern 1, 1a, 1b

in Verbindung,

Die Zuleitungen 4, 4a, 4b kénnen durch die Ventile 5, 5a, 5b von den Kanilen 10, 10a,

10b...abgesperrt werden. Als Ventile werden vorzugsweise Magnetventile eingesetzt.

Die Vorratsbehilter 1, 1a, 1b kdnnen nebeneinander oder im Wesentlichen nebeneinander

angeordnet sein.
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In einer bevorzugten Ausfiihrungsform sind die Vorratsbehilter 1, 1a, 1b tibereinander gesta-
pelt und weiterhin bevorzugt von einer flachen Geometrie. Die flache Geometrie hat zur
Folge, dass die sich in dem Vorratsbehilter ausbildende Fliissigkeitsoberfliche vergleichs-
weise grof3 ist gegentiber einer Geometrie mit einer gréBeren Tiefe im Verhéltnis zur Boden-
flache. Dadurch bildet die Fliissigkeit eine groBe Oberfliche aus, welche in optimalem Aus-
tausch mit der sie umgebenden Gasphase steht. Dadurch kann eine maximale Sittigung der
Flissigkeit mit dem sie umgebenden Gas erreicht werden. Das ist insbesondere dann vom
Vorteil, wenn die Fliissigkeit definierte geldste Gasanteile beinhalten soll. Beispiele fiir Gas-
zusammensetzungen sind Mischungen mit definiertem Sauerstoffgehalt und/oder definiertem
CO,-Gehalt zur pH-Pufferung. Weitere Gase sind Schwefelwasserstoff, Schwefeldioxid,
Ammoniak, Stickstoff oder kiinstliche Luft.

Die Ventile 5, 5a, 5b konnen so ausgestaltet sein, dass eine wahlweise Riickfiihrung der zu

férdernden Fliissigkeit zu den Vorratsbehéltern 1, 1a, 1b moglich ist.

Die Vorratsbehilter 1, 1a, 1b sind an eine Druckquelle 2 angeschlossen. Diese Druckquelle ist
vorzugsweise ein unter Druck stehender Gasvorrat oder eine Pumpe mit Druckbehiilter, der
mit Gas gefiillt ist. Dabei kann jeder Vorratsbehlter 1 an jeweils eine Druckquelle ange-
schlossen sein oder mindestens zwei Vorratsbehilter sind an eine Druckquelle angeschlossen.
Der Anschluss der Vorratsbehélter an eine Gasquelle ermoglicht die Versorgung der Fliissig-
keit fiir einen Kanal 10 mit dem jeweils gewiinschten Gas, mit dem die Fliissigkeit beauf-
schlagt werden soll. Verschiedene Fliissigkeitsstrome entsprechend verschiedenen Kanilen
10, 10a, 10b kénnen mit unterschiedlichen Gasen und/oder Drucken beaufschlagt werden.
Dafiir sind als Druckquellen GasvorratsgefiBe unterschiedlicher Befiillung vorgesehen. Als
Gase kommen insbesondere CO,, oder Sauerstoff, Stickstoff aber auch andere Gase in
Betracht.

Zur Druckregulierung zwischen der Druckquelle 2 und den Vorratsbehiltern 1, 1a sind Ven-
tile 3, 3a, 3b vorgesehen. Auch die Ventile 3, 3a, 3b sind vorzugsweise Magnetventile. Insbe-
sondere durch Druckregulierungsmodule, insbesondere Magnetventile, kann eine besonders
genaue Druckregulierung realisiert werden. Durch eine gesteuerte Druckregulierung kann die
Belastung und damit die Beeintréchtigung von Gewebe bei der Versuchsdurchfithrung mini-

miert werden. Schwankungen der Durchflussraten, insbesondere beim Umschalten von Fliis-
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sigkeiten oder Gasen konnen so ausgeschlossen wetrden, so dass kontinuierliche Versuchsbe-
dingungen aufrechterhalten werden kdnnen. Werden mindestens zwei Vorratsbehilter 1, 1a an
eine Druckquelle angeschlossen, so kénnen die diesen Vorratsbehéltern 1, 1a zugeordneten

Kanile 10, 10a mit dem gleichen Gas und dem gleichen Druck beaufschlagt werden.

Die Magnetventile kénnen angesteuert werden, so dass eine Stromungskonstanz oder eine

gezielte Variation ermoglicht wird.

Das erfindungsgemifle Zuleitungssystem kann beispielsweise fiir folgende Anwendungen

eingesetzt werden.

~ Perfusion fiir olfaktorisches Gewebe, wobei schnell und prizise zwischen 8 oder mehr
verschiedene Geruchsstoffe enthaltene Lésungen geschaltet werden soll. Die Sandwich-
Struktur des Zuleitungssystem erlaubt schnelles Schalten und leichtes und sehr schnelles
Auswechseln der mit der Losung in Kontakt stehenden Komponenten (Kontamination).

~ Patch-Clamp an Retina-Gewebe benttigt mind. 32 Grad Celsius, wobei CO; und O, nicht
mehr ausreichend in Losung gehalten werden kénnen. Erhohter Druck wiirde dies
ermoglichen.

~ Intestinalgewebe zur Untersuchung von Krebsentstehung.

~  Zellkultur in Mikrosystemen.

Als Untersuchungsobjekte konnen alle méglichen interessierenden Stoffe, insbesondere
biologisches Material eingesetzt werden, je nach Fragestellung.

Beispiele fiir Untersuchungsobjekte sind Zellkulturen, auch unter ungewdhnlichen Druck und
Temperaturbedingungen, biologisches Gewebe, zu behandelnde Oberfléchen,
unterschiedliche organische oder anorganische Materialien, beispielsweise bei der

Kristallziichtung.

Die erfindungsgemiBe Vorrichtung umfasst in vorteilhafter Weise nur zwei oder drei
Elemente, namlich die Schichten 7, 8,und 9 an Stelle von einer Vielzahl von Schlduchen,
welche umsténdlich zu handhaben sind und die die im Stand der Technik aufgefiihrten
Nachteile besitzen. Insbesondere ist die erfindungsgeméBe Vorrichtung kompakt und weist
auch bei erhéhten Drucken von beispielsweise 7 bar eine gute Betriebssicherheit auf, Die

Abmessungen konnen je nach Bedarf variieren, jedoch kénnen die erfindungsgemaB
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zusammengefiigten Schichten Abmessungen in der GroBenordnung im Millimeter- oder
Zentimeterbereich hinsichtlich der Seitenlsingen haben.
Das Strdmungselement 7 kann Durchfliisse von typischerweise wenigen pl/min bis 100 ml/

min je nach Kanalgeometrie und Druck erméglichen.

Beispiel:

Der erste Teil besteht aus mehreren Vorratsbehiltern, welche die Fliissigkeiten (Nahrlésung,
Puffer, Pharmaka etc.) enthalten. Der zweite Teil besteht aus einem sehr kompakten schicht-
weise aufgebauten dreikomponentigen System. Es vereint elektrisch steuerbare Ventile, eine
miniaturisierte Mischkammer und eine Temperaturregulierung und kann problemlos in die
verschiedensten, bereits vorhandenen Versuchsaufbauten (Patch-clamp-Setup, konfokale
Mikroskope, Two-Photon-Mikroskope) integriert werden. Uber die Ventile kénnen Fliissig-

keiten aus den Vorratsbehéltern selektiert und in die Perfusionskammer geleitet werden.

Druckregulierte Vorratsbhehilter

Die Fltissigkeiten werden durch pneumatischen Druck aus den Vorratsbehiltern gepresst. Ein
pneumatisches Drucksystem erlaubt eine sehr prizise Stromungsregulation und gleichzeitig
die Begasung etwa mit CO,-O; bei 37 Grad (physiologische Bedingungen) bei eththtem
Druck (erhhte Gasaufnahmekapazitéit). Dariiber hinaus ist man dadurch von der erhoht
platzierten volumindsen Anordnung der traditionellen hydrostatischen Strdmungskontrolle

unabhéngig.

Perfusionssystem
Designkriterien: Einfachheit, Kompaktheit, Schnelligkeit, Flexibilitst

- Das System ist aus nur 3 Komponenten schichtartig aufgebaut: Kontrollelement,
Strémungselement, Heizelement. Der Zusammenbau ist einfach.

- Die flache Anordnung der Kanéle etlaubt eine schnelle und einfache Realisierung
komplexer Kanalsysteme. Dabei muss nur eine einzige Komponente hergestellt werden:
das Strémungselement.

~ Die flache Anordnung erlaubt direkte Integration von Perfusionssystem,
Perfusionskammer und anderer Elemente.

~ Die flache Anordnung erlaubt eine effiziente Simulation der Stromung und korrektes
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Design vor Realisation.

~ Die Elastomerschicht hat Doppelfunktion: Triger des Kanalsystems und Dichtung.

- Das Stromungselement ist bei Kontamination oder gewiinschtem Kanalsystemwechsel
leicht ersetzbar. Dessen Herstellung ist einfach und kann von fachfremden Personen
durchgefiihrt werden.

- Das Kanalsystem kann beliebig gestaltet werden und mit Standardtechniken hergestellt
werden.

- Um ein moglichst schnelles und artefaktfreies Schalten und Mischen zu gewihrleisten,
werden miniaturisierte und elektrisch steuerbare Ventile eingesetzt.

- Aufgrund der Kompaktheit und der geringen Fliissigkeitsmengen in den Mikrokanilen ist
der Warmeiibertrag auf die durchflieBende Losung erheblich besser. Die
Temperaturkontrolle wird daher effizienter und stabiler.

- Die Kompaktheit vereinfacht die Integration z. B. in Mikroskopaufbauten.

- Kleine Fliissigkeitsmengen lassen sich schneller und priziser schalten.

- Die Temperaturkontrolle wird daher effizienter und stabiler.

- Die Kompaktheit vereinfacht die Integration z. B. in Mikroskopaufbauten.

Aufgrund der Kompaktheit und der geringen Fliissigkeitsmengen in den Mikrokanélen ist der
Wirmeiibertrag auf die durchflieBende Losung besser. Der erste Teil besteht aus mehreren
Vorratsbehltern, welche die Fliissigkeiten (N&hrldsung, Puffer, Pharmaka etc.) enthalten. Der
zweite Teil besteht aus einem sehr kompakten, schichtweise aufgebauten, dreikomponentigen
System. Es vereint elektrisch steuerbare Ventile, eine miniaturisierte Mischkammer und eine
Temperaturregulierung und kann problemlos in die verschiedensten, bereits vorhandenen
Versuchsaufbauten (Patch-clamp-Setup, konfokale Mikroskope, Two-Photon-Mikroskope)
integriert werden. Uber die Ventile kénnen Fliissigkeiten aus den Vorratsbehiltern selektiert

und in die Perfusionskammer geleitet werden.



10

15

20

25

WO 2009/132616 PCT/DE2009/000528

13

Patentanspriiche

Zuleitungssystem, umfassend mindestens zwei Zuleitungen zu einer Mischkammer, die
tiber eine Ausgangsleitung verfiigt,

dadurch gekennzeichnet,

dass das Zuleitungssystem durch ein Schichtsystem aus mindestens zwei Schichten
gebildet wird, von denen die erste Schicht (7) ein Strémungselement ist, in welches die
Mischkammer (11), mindestens zwei Kanéle (10, 10a), die in die Mischkammer (11)
fithren, sowie ein Ausgangskanal (12), der von der Mischkammer (11) zu einer Probe
oder einem Substrat fithrt, eingelassen sind und die zweite Schicht (8) auf die erste

Schicht (7) abdichtend aufgebracht ist.

Zuleitungssystem nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet,
dass die als Stromungselement dienende Schicht (7) aus einem starren Material besteht

und mit Befestigungsmitteln an der Deckschicht 8 fliissigkeitsdicht befestigt ist.

Zuleitungssystem nach Anspruch 2,

dadurch gekennzeichnet,

dass die als Strdmungselement dienende Schicht (7) aus Metall, Edelstahl, Glas, Kunst-
stoff oder PMMA besteht.

Zuleitungssystem nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dass die als Strémungselement dienende Schicht (7) aus einem
elastischen Material besteht, und durch eine weitere Schicht (9) durch Befestigungs-

mittel an die Deckschicht (8) abdichtend angedriickt wird.

Zuleitungssystem nach Anspruch 4,
dadurch gekennzeichnet,

dass die als Stromungselement dienende Schicht (7) aus Gummi, Silikon oder PDMS
besteht.

Zuleitungssystem nach einem der Anspriiche 1 bis 5,

dadurch gekennzeichnet,



10

15

20

25

WO 2009/132616 PCT/DE2009/000528

10.

11.

12.

14

dass mindestens eine der Schichten aus der Gruppe

- als Strémungselement dienende Schicht (7),

- Deckschicht (8)

- weitere Schicht (9), mit der die als Sttdmungselement dienende Schicht (7) durch
Befestigungsmittel an die Deckschicht (8) abdichtend angedriickt wird,

aus transparentem oder durchsichtigem Material besteht.

Zuleitungssystem nach einem der Anspriiche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Querschnitte wenigstens eines Teils der Kanile (10, 10a) und/oder des Aus-

gangskanals in der Breite eine groflere Abmessung haben als in der Tiefe.

Zuleitungssystem nach eine der Anspriiche 1 bis 7,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Querschnitte wenigstens eines Teils der Kanile (10, 10a) und/oder des Aus-

gangskanals in der Tiefe eine groflere Abmessung haben als in der Breite.

Zuleitungssystem nach einem der Anspriiche 1 bis 8,

dadurch gekennzeichnet,

dass es mit Mitteln zum Temperieren von Fliissigkeitsstrémen ausgestattet ist, die min-
destens einen Teil der Kandle (10, 10a) und/oder den Ausgangskanal (12) und/oder die

Mischkammer 11 temperieren.

Zuleitungssystem nach Anspruch 9,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Temperiermittel mindestens eine Komponente aus der Gruppe bestehend aus

Peltierelement, Heizplatte, fliissigkeitsfiihrende Kansle oder Leitungen ist.

Zuleitungssystem nach einem der Anspriiche 1 bis 10,
dadurch gekennzeichnet,
dass mindestens ein Teil der Kanile (10, 10a) und/oder der Ausgangskanal (12) mit

Mitteln zum Unterbrechen des Fliissigkeitsstromes ausgestattet ist.

Zuleitungssystem nach einem der Anspriiche 1 bis 11,

dadurch gekennzeichnet,
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16.

17.

18.

19.

20.
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dass mindestens ein Teil der Kanle (10, 10a) {iber Zuleitungen (4, 4a) mit einem Vor-

ratsbehdlter (1, 1a) verbunden ist.

Zuleitungssystem nach Anspruch 12,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Zuleitungen (4, 4a) mit Ventilen (5, 5a) ausgestattet sind.

Zuleitungssystem nach Anspruch 13,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Ventile (5, 5a) eine Riickfiihrung eines Fliissigkeitsstromes von dem Vorrats-

behélter (1, 1a) zu dem Zuleitungssystem zuriick in die Vorratsbehilter ermdglichen.

Zuleitungssystem nach einem der Anspriiche 12 bis 14,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Vorratsbehdlter (1, 1a, 1b) eine flache Geometrie aufweisen und gestapelt sind.

Zuleitungssystem nach einem der Anspriiche 12 bis 15,
dadurch gekennzeichnet, |

dass die Vorratsbehélter (1, 1a) an eine Druckquelle (2, 2a) angeschlossen sind.

Zuleitungssystem nach Anspruch 16,
dadurch gekennzeichnet, dass
die Druckquelle (2, 2a) einen Vorratsbehdlter (1, 12) mit einem Gas- oder Flussigkeits-

vorrat umfasst.

Vorrichtung nach Anspruch 16 oder 17,
dadurch gekennzeichnet,

dass alle Vorratsbehilter (1, 1a) an eine einzige Druckquelle (2) angeschlossen sind.

Vorrichtung nach Anspruch 16 oder 17,
dadurch gekennzeichnet,

dass mindestens zwei Vorratsbehilter (1, 1a) an verschiedene Druckquellen (2, 2a) an-

geschlossen sind.,

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 19,

dadurch gekennzeichnet,
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dass sich in der Ausgangsleitung (12) eine Kammer befindet, welche die Probe auf-

nehmen kann.

Vorrichtung nach Anspruch 20,
dadurch gekennzeichnet,
dass sie tiber Detektoren verfiigt, welche optische und/oder elektrische und/oder mag-

netische Messungen an der Probe in der Kammer nach Anspruch 19 erméglichen.
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