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5 FIG. 1 S

VERFAHREN UND  VORRICHTUNG

ZUR  TEMPERATURUBERWACHUNG  EINER

(57) Abstract: The invention relates to a device for the temperature mon-
itoring of a cryopreserved biological sample, comprising a sample con-
tainer having an accommodating space (2) for accommodating the sam-

ple and comprising an indicating apparatus, which can be arranged on the

outside of the sample container, for monitoring at least one temperature
limit value. The indicating apparatus has at least one cavity, which is on-
ly partially filled with an indicating substance, the melting temperature
of'which lies in a range from -20 °C to -140 °C. The indicating apparatus
can be designed, in particular, as a cylindrical body, which can be fas-
tened to a cryotube as a bottom part, or alternatively as a double-walled
hollow cylinder, which can be slid onto an outer lateral surface of the
cryotube. The indicating apparatus can also be fastened to a lateral outer
wall of the sample container, e.g. as a hollow body that can be inserted
into a sleeve or insertion pocket.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betritft eine Vorrichtung zur
Temperaturiiberwachung einer kryokonservierten biologischen Probe,
umfassend einen Probenbehélter mit einem Aufnahmeraum (2) zur Auf-
nahme der Probe, und eine auflen am Probenbehilter anordenbare Indi-
katoreinrichtung zur Uberwachung mindestens eines Temperaturgrenz-
wertes. Die Indikatoreinrichtung weist mindestens einen Hohlraum auf,
der lediglich zum Teil mit einer Indikatorsubstanz gefiillt ist, deren
Schmelztemperatur in einem Bereich von -20 °C bis -140 °C liegt. Die
Indikatoreinrichtung kann insbesondere als ein zylinderformiger Kérper
ausgefiihrt sein, der als Bodenteil an einem Kryoréhrchen befestigbar
ist, oder alternativ als doppelwandiger Hohlzylinder, der auf eine dufle-

re Mantelfldche des Kryordhrchens aufschiebbar ist. Die Indikatorein-
richtung kann auch an einer seitlichen Aulenwand des Probenbehélters
befestigt sein, z.B. als in eine Hiilse oder Einstecktasche einsteckbarer
Hohlkérper.

[Fortsetzung auf der ndichsten Seite]
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VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR TEMPERATURUBERWACHUNG
EINER KRYOKONSERVIERTEN BIOLOGISCHEN PROBE

BESCHREIBUNG

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Temperaturiiberwachung einer kryokonservierten
biologischen Probe. Die Erfindung betrifft ferner eine Vorrichtung zur Temperaturiiber-

wachung einer kryokonservierten biologischen Probe.

Die Tieftemperaturkonservierung (Kryokonservierung) von Zellen ist bisher die einzige
Méglichkeit, Lebensprozesse auf zellulirer Ebene reversibel (vitalitétserhaltend) so anzu-
halten, dass sie nach einer Erwdrmung auf physiologische Temperaturen wieder anlaufen
kénnen. Die Kryokonservierung hat sich iiber groRe Biobanken in den letzten Jahrzehnten
zu einem unverzichtbaren Element fiir Kliniken, Pharmaunternehmen, die Arterhaltung,
den Umweltschutz und die Gesundheitsvorsorge entwickelt. Gelagert wird biologisches
Material in tieftemperaturvertraglichen Probenbehéltern (Kryobehéltern), z. B. Réhrchen,
Straws und Beuteln, unterschiedlicher GroRe. Bei der Kryokonservierung sind die gelager-
ten Biomaterialien unter Aufrechterhaltung der Vitalitit des Probenmaterials gefroren,
zumeist bei Temperaturen unterhalb -80 °C, fiir Lebendsammlungen unter —140 °C bis zur
Temperatur des flissigen Stickstoffs. Fir eine kryokonservierte Probe oder eine fiir die
Kryokonservierung vorgesehene Probe wird nachfolgend auch der Begriff ,Kryoprobe”

verwendet.

Fiir makroskopische Proben, wie z. B. Blut oder Gewebe, sind zahlreiche Techniken zur
Probenlagerung bei tiefen Temperaturen entwickelt worden. In der modernen Medizin,
Gentechnik und Biologie besteht die Tendenz, zunehmend kleine Proben einer Kryokon-
servierung zu unterziehen. Es werden beispielsweise kleine Suspensionsvolumina (Millili-
ter oder darunter) mit suspendierten Zellen oder Zellgruppen eingefroren. Die Kryokon-
servierung von Zellen aus In-vitro-Kulturen erfolgt in iberwiegendem MaRe in einer Sus-

pension. Die meisten der biomedizinisch relevanten Zellen benétigen jedoch zu ihrer
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Vermehrung und geordneten Entwicklung einen Substratkontakt. Daher werden Proben

ggf. nach einer Kultivierung im substratgebundenen Zustand eingefroren.

Die Qualitit der Proben ist von ausschlaggebender Bedeutung, da sie fiir Zelltherapien in
Kliniken, die Entwicklung von Pharmaka und biotechnologischen Produkten, als nationale
Ressourcen und vieles mehr Anwendung finden. Die Lagerzeit liegt bei einigen Tagen bis
zu Jahrzehnten, mit einer Tendenz zur Langzeitlagerung. Die Proben werden in gekiihlten
Behiltern gelagert, befinden sich zumeist in Metalleinschiiben und Racks, mit denen sie
bei neuen Einlagerungen oder Entnahmen Temperaturschwankungen unterliegen. Bei
Lebendablagen (Zellen, Zelisuspensionen und Gewebeteilen) spielt nicht nur die ununter-
brochene Kiihlkette eine entscheidende Rolle, sondern auch die Vermeidung grolRer
Temperaturspriinge in der Tiefkithlphase. Da es bei der Entnahme gar nicht so selten vor-
kommt, dass Kryobehiilter sich auf Temperaturen von -80 °C bis -20 °C erwdrmen, treten,
obwohl sie noch gefroren sind, Qualititsminderungen unerkannt auf, die nicht nur den
Wert der Probe mindern, sondern auch bei ihrer Verwendung im klinischen Bereich zu
lebensgefahrlichen Situationen filhren kdnnen. Selbst kurzzeitig aufgetauten Proben sieht
man im wiedergefrorenen Zustand nicht an, dass sie dem Originalzustand nicht mehr ent-
sprechen. Es geht aber vornehmlich nicht nur darum, ein Auftauen der Biomaterialien zu
erkennen, sondern das Uberschreiten einer Grenztemperatur im Bereich zwischen -140 °C
und -20 °C zu dokumentieren. Eine Temperaturkontrolle und -dokumentation fir jede
Probe ist die Forderung und bislang nur selten —und wenn, dann mit hohem technischen
Aufwand - zu erfiillen. Hinzu kommen umfangreiche Laboruntersuchungen nach dem Auf-
tauen, die ebenfalls wertvolles Probenmaterial verbrauchen und selbst im Falle inzwi-

schen wertlos gewordener Kryoproben Kosten erzeugen.

Es ist somit eine Aufgabe der Erfindung, ein verbessertes Verfahren zur Temperaturiiber-
wachung einer kryokonservierten biologischen Probe bereitzustellen, mit dem Nachteile

herkdmmlicher Techniken vermieden werden kénnen und das sich durch eine vereinfach-
te Verfahrensfiihrung auszeichnet. Eine weitere Aufgabe ist es, eine Vorrichtung zur Tem-
peraturiiberwachung einer kryokonservierten biologischen Probe bereitzustellen, mit der

Nachteile herkémmlicher Techniken vermieden werden kénnen.
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Eine weitere Aufgabe ist es, eine Méglichkeit bereitzustellen, um an einem moglichst ein-
fachen Marker oder Kennzeichen erkennen zu kénnen, ob eine Kryoprobe sich iber eine
definierbare Grenztemperatur, und wenn auch nur kurzzeitig, erwarmt hat. Die Grenz-
temperatur muss im Bereich zwischen -20 °C und —140 °C vor dem Einfrieren festlegbar
sein. Dies sollte an jeder einzelnen Kryoprobe und an damit Millionen von Proben rasch
und leicht erkennbar méglich sein, darf die Biomaterialien nicht verandern und sollte be-
reits im tiefgefrorenen Zustand erfolgen. Wenn maglich, sollte der Zustand der Probe
auch im Lagerbehilter erfassbar sein, da jede Aus- und Einlagerung die Gefahr der Pro-
benverinderung einer Vielzahl von Proben im Lagergut mit sich bringt, da in der Regel
ganze Racks aufgezogen werden. Die Vorrichtung bzw. das Verfahren sollte leicht hand-
habbar, tieftemperaturtolerant und einstellbar sein. Es darf nur wenig oder keine Energie
verbrauchen und moglichst nur geringste Kosten verursachen, da die Lagerung einer Bi-
oprobe im gekiihlten Zustand in ihren Gesamtaufwendungen nur wenige Euros kosten

sollte. Diesem Anspruch miissen auch die einsetzbaren Materialien gerecht werden.

Diese Aufgaben werden durch Vorrichtungen und Verfahren mit den Merkmalen der un-
abhingigen Anspriiche geldst. Vorteilhafte Ausfiihrungsformen und Anwendungen der
Erfindung ergeben sich aus den abhingigen Anspriichen und werden in der folgenden

Beschreibung unter teilweiser Bezugnahme auf die Figuren naher erldutert.

Gemil einem ersten Gesichtspunkt der Erfindung werden die genannten Aufgaben durch
ein Verfahren zur Temperaturiiberwachung einer kryokonservierten biologischen Probe
gelost. Zur Durchfiihrung des Verfahrens wird eine Vorrichtung zur Temperaturiiberwa-

chung einer kryokonservierten biologischen Probe bereitgestellt.

GemiR einem zweiten Gesichtspunkt der Erfindung soll die Vorrichtung zur Temperatu-
riberwachung einer kryokonservierten biologischen Probe als Gegenstand per se offen-
bart und beanspruchbar sein. Die Ausfiihrungen betreffend die Vorrichtung, insbesondere
deren vorteilhafte Ausfiihrungsvarianten, sollen somit zur Vermeidung von Wiederholun-
gen als rein vorrichtungsgemiR offenbart und als verfahrensgeméR offenbart gelten und

beanspruchbar sein.
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Die Vorrichtung zur Temperaturiiberwachung einer kryokonservierten biologischen Probe
umfasst einen Probenbehilter mit einem Aufnahmeraum (Probenreservoir) zur Aufnah-
me einer Probe, insbesondere einer biologischen Probe. Die Vorrichtung umfasst ferner
eine auRen am Probenbehilter anordenbare und/oder angeordnete Indikatoreinrichtung
zur Uberwachung mindestens eines Temperaturgrenzwertes. Die Indikatoreinrichtung
weist mindestens einen Hohlraum auf, der lediglich zum Teil mit einer Indikatorsubstanz
gefiillt ist, deren Schmelztemperatur bei Normaldruck, also bei 1013,25 mbar, in einem
Bereich von -20 °C bis -140 °C liegt. Die Schmelztemperatur kann auch in einem Bereich
von -20 °C bis -100 °C liegen. Der mindestens eine Hohlraum ist mit dem Aufnahmeraum
des Probenbehilters nicht fluidisch verbunden, so dass die Indikatorsubstanz nicht in di-
rekten Kontakt mit einer im Aufnahmeraum befindlichen Probe treten kann. Der Begriff
,anordenbar und/oder angeordnet” soll umfassen ,befestigbar und/oder befestigt”,

,koppelbar und/oder gekoppelt”, ,verbindbar und/oder verbunden”.

Durch die Indikatoreinrichtung der erfindungsgemaRen Vorrichtung wird mindestens ein
Zusatzkompartiment bereitgestellt, das durch die partielle Fillung mit der Indikatorsub-
stanz als Indikatorelement verwendet werden kann, um eine unerwiinschte Uberschrei-

tung der Grenztemperatur anzuzeigen.

Der Probenbehilter ist ein fiir eine Kryokonservierung geeigneter Behilter, beispielsweise
ein Rohrchen, ein Straw (auch als Samenréhrchen bezeichnet), ein Beutel zur Blut- oder
Stammzellenlagerung, eine Box oder ein anderer fiir eine Kryokonservierung geeigneter
Behilter. Derartige Behélter werden entsprechend auch als Kryoréhrchen, Kryostraw,

Kryobeutel, Kryobox oder allgemein als Kryobehdlter bezeichnet.

Kryoréhrchen (engl. cryogenic tubes) werden auch als Biobank- oder Kryobankrohrchen
bezeichnet. Kryoréhrchen weisen einen Aufnahmeraum auf, der einen inneren Hohlraum
zur Aufnahme einer biologischen Probe ausbildet. Das Kryorhrchen weist ferner tbli-
cherweise einen Deckel zum VerschlieBen des Aufnahmeraums auf. Der Deckel kann ei-
nen Eingriff aufweisen, tiber den der Deckel mit einem Werkzeug gedreht werden kann.
Das Kryordhrchen kann auch ein Bodenelement aufweisen, das eine Kennung, z. B. in

Form eines maschinenlesbaren Codes, aufweist.
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Das Verfahren umfasst ferner das Einfrieren der Indikatorsubstanz(en), wobei der min-
destens eine Hohlraum der Indikatoreinrichtung wihrend des Einfrierens der Indika-
torsubstanz(en) in eine erste Lage gebracht wird. In der ersten Lage flieRt die Indika-
torsubstanz im flussigen Zustand in ein erstes Teilvolumen des Hohlraums der Indikato-
reinrichtung und gefriert dort. Nach dem Einfrieren, insbesondere vor und wéhrend der
Uberwachungsphase der Kryolagerung, wird der mindestens eine Hohlraum mit der je-
weils darin gefrorenen Indikatorsubstanz und bei einer Temperatur der Indikatorsub-
stanz(en) unterhalb der Schmelztemperatur in eine zweite Lage gebracht, in der ein
Schmelzen der Indikatorsubstanz durch den Einfluss der Schwerkraft zu einer zumindest
teilweisen Konfigurationsinderung der Indikatorsubstanz in dem jeweiligen Hohlraum

fahrt.

Die Konfigurationsinderung kann eine zumindest teilweise Veranderung der Lage der
Indikatorsubstanz und/oder der Form der Indikatorsubstanz, z. B. der Oberflaichenform,
sein. Schmilzt die Indikatorsubstanz in der zweiten Lage, wird sie unter dem Einfluss der
Schwerkraft in ein zweites Teilvolumen flieRen und, falls die Temperatur wieder unter

den Schmelzpunkt fillt, dort wieder gefrieren.

Mit anderen Worten wird die Indikatorsubstanz in einer solchen Geometrie oder Lage

eingefroren und der mindestens eine Hohlraum der Indikatoreinrichtung in seiner Lage im
tiefgefrorenen Zustand, z. B. bei der Lagertemperatur oder zumindest unterhalb der fest-
gelegten Grenztemperatur bzw. Schmelztemperatur der Indikatorsubstanz, veréndert, so
dass ein Schmelzen der Indikatorsubstanz nach der Lageverdanderung zu einer sichtbaren
Verlagerung der Fliissigkeit oder ihrer Begrenzungsgeometrie fiihrt. An dieser Verédnde-
rung der Fliissigkeit, die z. B. gefirbt oder anderweitig gut erkennbar gemacht werden
kann, kann sofort durch Anschauen oder auch technisch automatisiert festgestellt wer-

den, ob die Grenztemperatur Gberschritten wurde.

GemiR dem Verfahren besteht nun die Méglichkeit, die Vorrichtung, aufweisend den

Probenbehilter mit einer darin befindlichen kryokonservierten Probe und die Indikato-
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reinrichtung, zur Kryokonservierung, zu lagern, wobei die Indikatoreinrichtung so am Pro-
benbehilter angeordnet ist, dass der mindestens eine Hohlraum sich in der zweiten Lage

befindet.

Zu einem spateren Zeitpunkt kann gepriift werden, ob eine Konfigurationsdnderung der
gefrorenen Indikatorsubstanz, z. B. eine zumindest teilweise Verlagerung und/oder eine

Formanderung der Indikatorsubstanz, stattgefunden hat.

Ist dies der Fall, kann auf ein Uberschreiten der Schmelztemperatur der Indikatorsubstanz
und somit der zu Giberwachenden Grenztemperatur geschlossenen werden, insbesondere

auch dann, wenn die Uberschreitung nur kurzzeitig aufgetreten ist.

Ein besonderer Vorzug der Erfindung liegt somit darin, dass eine Konfigurationsédnderung
der Indikatorsubstanz direkt anzeigt, ob eine Kryoprobe sich iiber eine definierbare
Grenztemperatur, und wenn auch nur kurzzeitig, erwdrmt hat. Dies kann durch visuelle
Sichtpriifung oder auch technisch automatisiert mittels einer entsprechend eingerichte-
ten Messeinrichtung schnell und einfach festgestellt werden, ohne dass die Probe aus

dem Probenbehilter entnommen oder aufgetaut werden muss.

GemiR einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform kann die Indikatoreinrichtung eine
Mehrzahl von Hohlrdumen aufweisen, die jeweils lediglich zum Teil mit einer Indika-
torsubstanz, deren Schmelztemperatur in einem Bereich von -20 °C bis -140 °C liegt, ge-
fullt sind, wobei die Indikatorsubstanzen in den Hohlrdumen sich ihren Schmelztempera-
turen unterscheiden. Damit kdnnen unterschiedliche Temperaturgrenzwerte iberwacht
werden, wobei jede Indikatorsubstanz so ausgewahlt und/oder deren Mischungsverhalt-
nis so eingestellt ist, dass ihr Schmelzpunkt einem der zu iiberwachenden Temperatur-
grenzwerte entspricht. Diese Ausfilhrungsform bietet den Vorteil, dass sich die erreichten

Temperaturintervalle, in die die Probe gelangt ist, genauer eingrenzen lassen.

Ferner kann die Indikatoreinrichtung oder zumindest der mindestens eine Hohiraum der
Indikatoreinrichtung |8sbar am Probenbehilter befestigbar und/oder befestigt sein, bei-

spielsweise mittels mindestens einer Steckverbindung, Rastverbindung, Klemmverbin-
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duﬁg, Schraubverbindung und/oder Klickverbindung. Dies bietet den Vorteil, dass die In-
dikatoreinrichtung raumlich getrennt vom Probenbehilter gelagert und vorbereitet (z. B.
Gefrieren der Indikatorsubstanz in der ersten Lage) werden kann. Unter einer I6sbaren

Befestigung soll insbesondere auch ein Aufschieben, Aufkleben oder Aufstecken der Indi-

katoreinrichtung auf den Probenbehélter umfasst sein.

Ferner kann die Indikatoreinrichtung an mindestens einer Stelle transparent oder semi-
transparent sein, so dass der mindestens eine Hohlraum bzw. eine Konfigurationsénde-
rung einer im Hohlraum befindlichen Indikatorsubstanz von auen beobachtbar ist. Hier-
zu kann insbesondere eine Wandung des mindestens einen Hohlraums an mindestens
einer Stelle transparent oder semi-transparent sein. Vorzugsweise ist die gesamte Wan-

dung des mindestens einen Hohlraums transparent oder semi-transparent ausgefuhrt.

Zur besseren Erkennbarkeit kann die Indikatorsubstanz einen Indikatorzusatz enthalten,
der eine Detektierbarkeit einer physikalischen Eigenschaft der Indikatorsubstanz erhéht.
Der Indikatorzusatz kann beispielsweise ein Farbstoff sein, so dass die Indikatorsubstanz
farbig oder gefirbt, d. h. nicht transparent, ist und so deren Form und/oder Lage besser

optisch erkennbar ist.

Als Farbstoff kommt grundsatzlich jeder Farbstoff in Frage, welcher mindestens die fol-
genden Bedingungen erfiillt:

- intensives Farbevermogen auch in kleinen Mengen und Konzentrationen (z. B. ausge- -
hend von einer gesattigten Farblésung Zugabe im Bereich < 1 Volumen-%, in der Regel im
Promille- oder Subpromille-Bereich).

- frosttolerant

- lichtecht bei den Versand- als auch den relevanten tiefen Temperaturen

- 16slich in allen Bestandteilen der Indikatorsubstanz

- kein Entmischen beim Einfrieren

- keine Reaktion mit Kunststoffmaterialien, welche in Kontakt mit der Indikatorsubstanz

kommen.
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Vorzugsweise ist der Farbstoff aus der Gruppe ausgewahlt, welche Triphenylmethan-
farbstoffe, Rhodaminfarbstoffe, insbesondere Xanthene, Azofarbstoffe sowie Phenazin-

und Phenothiazinfarbstoffe umfasst.

In spezielleren Ausfiihrungsformen ist der Farbstoff aus der Gruppe ausgewéhlt, welche
Oil Red, Methylrot, Brillantgriin, Rhodamin B, Neutralrot, Methylenblau oder andere

Farbstoffe, die zur Anfirbung von Zellen in der Zytologie verwendet werden, umfasst.

Der Indikatorzusatz kénnen Partikel, insbesondere Nanopartikel sein, die eine Streuwir-
kung und/oder Polarisationswirkung der Indikatorsubstanz fiir auf die Indikatorsubstanz
auftreffende elektromagnetische Strahlung erhéhen. Dadurch kann eine Konfigurations-
inderung der Indikatorsubstanz mittels einer optischen Transmissionsmessung, Streu-
messung und/oder Polarisationsmessung zuverlassiger detektiert werden. Der Indikator-
zusatz kénnen leitfahige Partikel sein. Durch Beimischen von leitfshigen Partikel kann die
Leitfihigkeit oder Impedanz der Indikatorsubstanz beeinflusst werden. Auf diese Weise
kann eine Konfigurationsanderung der Indikatorsubstanz mittels einer Leitfahigkeitsmes-

sung oder Impendanzmessung detektiert werden.

GemiR einer bevorzugten Ausfithrungsform kann die Vorrichtung eine Messeinrichtung
aufweisen, die ausgebildet ist, eine Lage der Indikatorsubstanz(en) in dem mindestens
einen Hohlraum zu erfassen. Die Messeinrichtung kann eine optische oder optisch-
elektrische Messeinrichtung sein, um z. B. mit einer optischen Transmissions-, Streulicht-
oder Reflektionsmessung eine Konfigurationsidnderung der Indikatorsubstanz festzustel-

len.

Als Indikatorsubstanz kann eine Substanz ausgewahit werden, deren Schmelztemperatur
einer vorbestimmten Grenztemperatur, deren Uberschreiten tiberwacht werden soll, ent-
spricht. Die Indikatorsubstanz ist eine Flussigkeit oder eine Mischung verschiedener Flls-
sigkeiten, deren Schmelzpunkt der gewiinschten Grenztemperatur entspricht. Lediglich
beispielhaft kann als Indikatorsubstanz eine Mischung aus Wasser (H20) und Ethanol
(C2Hs0), eine Mischung aus Wasser (H20) und Kaliumhydroxid (KOH) oder eine Mischung

aus Wasser und einem Gefrierschutzmittel gewéhlt werden. Das Mischungsverhiltnis
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“wird dabei gemiR dem jeweiligen Schmelzdiagramm, das den Verlauf des Schmelzpunk-

tes in Abhzngigkeit vom Mischungsverhiltnis angibt, so eingestellt, dass der Schmelz-
punkt des Fliissigkeitsgemisches den gewiinschten Wert, ndmlich die zu tberwachende

Grenztemperatur, aufweist.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst die Indikatorsubstanz mindestens einen
Alkohol, welcher aus der Gruppe, die Octan-1-ol, Nonan-1-ol, Propan-1,2-diol, Propan-
1,3-diol, Butan-1,2-diol, Butan-1,3-diol, Butan-2-ol, Pentan-1,5-diol, Pentan-1-ol, Cyclo-
pentanol, Benzylalkohol umfasst, ausgewahlt ist. Besonders bevorzugt ist der mindestens

eine Alkohol aus Propan-1,3-diol, Propan-1,2-diol und Butan-2-ol ausgewdhlt.

In einer anderen bevorzugten Ausfithrungsform umfasst die Indikatorsubstanz mindes-
tens zwei verschiedene Alkoholkomponenten:

a) einen Alkohol, ausgewhlt aus der Gruppe, die Octan-1-ol, Nonan-1-ol, Propan-1,2-diol,
Propan-1,3-diol, Butan-1,2-diol, Butan-1,3-diol, Butan-2-ol, Pentan-1,5-diol, Pentan-1-ol,
Cyclopentanol, Benzylalkohol umfasst;

b) einen Alkohol, ausgewihlt aus der Gruppe, die Octan-1-ol, Nonan-1-ol, Propan-1,2-diol,
Propan-1,3-diol, Butan-1,2-diol, Butan-1,3-diol, Butan-2-ol, Pentan-1,5-diol, Pentan-1-ol,
Cyclopentanol, Benzylalkohol umfasst, mit einem niedrigeren Schmelzpunkt als der Alko-
hol der Komponente a);

wobei das Mischungsverhéltnis der Komponenten a) und b) so eingestellt ist, dass die
Schmelztemperatur der Mischung innerhalb eines Temperaturbereichs von -20 °C bis

-160 °C, insbesondere von -25 °C bis -160 °C oder -50 °C bis -150 °C, liegt.

Speziellere Ausfithrungsformen sind dadurch gekennzeichnet, dass die Indikatorsubstanz
eine der folgenden Kombinationen der Komponenten a) und b) umfasst:

- Octan-1-ol und Butan-2-ol in einem Mischungsverhaltnis von 5 bis 95 Vol.-%;

- Octan-1-ol und Pentan-1-ol in einem Mischungsverhaitnis von 5 bis 95 Vol.-%;

- Octan-1-ol und Propan-1,2-diol in einem Mischungsverhdltnis von 5 bis 95 Vol.-%;

- Nonan-1-ol und Butan-2-ol in einem Mischungsverhaltnis von 5 bis 95 Vol.-%;

- Nonan-1-ol und Propan-1,2-diol in einem Mischungsverhiltnis von 5 bis 95 Vol.-%;

- Nonan-1-ol und Pentan-1-ol in einem Mischungsverhaltnis von 5 bis 95 Vol.-%;
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- Propan-1,2-diol und Butan-2-ol in einem Mischungsverhdltnis von 5 bis 95 Vol.-%;

- Propan-1,2-diol und Propan-1,3-diol in einem Mischungsverhdltnis von 5 bis 95 Vol.-%;
- Propan-1,2-diol und Butan-1,2-diol in einem Mischungsverhiltnis von 5 bis 95 Vol.-%;
- Propan-1,3-diol und Butan-2-ol in einem Mischungsverhiltnis von 5 bis 95 Vol.-%;

- Propan-1,3-diol und Butan-1,2-diol in einem Mischungsverhaltnis von 5 bis 95 Vol.-%;
- Pentan-1,5-diol und Butan-2-ol in einem Mischungsverhaltnis von 5 bis 95 Vol.-%;

- Benzylalkoho! und Butan-2-ol in einem Mischungsverhiltnis von 5 bis 95 Vol.-%;

- Pentan-1-ol und Butan-2-ol in einem Mischungsverhiltnis von 5 bis 95 Vol.-%;

- Pentan-1-ol und Methanol in einem Mischungsverhaltnis von 5 bis 95 Vol.-%;

- Cyclopentanol und Butan-2-ol in einem Mischungsverhaltnis von 5 bis 95 Vol.-%;

- Cyclopentanol und Propan-1,2-diol in einem Mischungsverhiltnis von 5 bis 95 Vol.-%;
- Cyclopentanol und Pentan-1-ol in einem Mischungsverhdltnis von 5 bis 95 Vol.-%;

- Cyclopentanol und Butan-1,2-diol in einem Mischungsverhiltnis von 5 bis 95 Vol.-%;
wobei der angegebene Wert des Mischungsverhiltnisses sich jeweils auf den Anteil der

erstgenannten Komponente in der Mischung aus beiden Komponenten bezieht.

In besonders bevorzugten Ausfiihrungsformen umfasst diese Indikatormischung bei-

spielsweise Propan-1,2-diol und Butan-2-ol in einem Mischungsverhiltnis von 40 bis 60
Vol.-% (ergibt eine Schmelztemperatur von ca. - 90 °C), Propan-1,2-diol und Propan-1,3-
diol in einem Mischungsverhiltnis von 30 bis 70 Vol.-%, oder Propan-1,3-diol und Butan-

2-ol in einem Mischungsverhaltnis von 30 bis 70 Vol.-%.

Vorzugsweise umfasst die Indikatorsubstanz neben dem mindestens einen Alkohol noch
mindestens einen Farbstoff wie oben beschrieben. Besonders bevorzugt ist dieser Farb-
stoff aus der Gruppe ausgewihlt, welche Oil Red, Methylrot, Brillantgriin und Rhodamin B

umfasst.

Eine noch speziellere Ausfiihrungsform ist dadurch gekennzeichnet, dass die Indikator-
substanz zwei Alkohole a) und b), die aus Propan-1,3-diol, Propan-1,2-diol und Butan-2-ol
ausgewihlt sind, vorzugsweise in einem Mischungsverhaltnis wie oben angegeben, sowie
einen Farbstoff, der aus Gruppe ausgewihlt ist, welche aus Oil Red, Methylrot, Brillant-

griin und Rhodamin B besteht, umfasst.
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Die Konzentration des Farbstoffs in der Alkoholkomponente kann je nach Farbstoff und

Alkohol stark variieren.

In der Regel soll die Konzentration bei intensiver Farbung so niedrig wie méglich gehalten
werden, damit die Farbmolekiile das Gefrier- und Schmelzverhalten der Alkohole, in de-
nen sie gelést werden, nicht verdndern oder deren Viskositét erhéhen. Die Farbstoffkon-
zentration liegt dabei typischerweise in einem Bereich von < 10 Volumen-%, insbesondere

< 1% oder < 0,1 %, also im Prozent- oder Promille- bzw. Subpromillebereich.

In einer Variante der vorliegenden Erfindung entspricht die zu liberwachende Grenztem-
peratur nicht direkt der Schmelztemperatur der Indikatorsubstanz, sondern vielmehr der-
jenigen Temperatur oberhalb der Schmelztemperatur, bei der die Viskositat der ge-
schmolzenen Substanz soweit abgenommen hat, dass der erforderliche Fliissigkeitstrans-

port stattfinden kann.

Diese Temperatur wird hier auch als Schwellentemperatur bezeichnet und liegt typischer-
weise in einem Temperaturbereich von 3-30 °C oder 5-30°C, beispielsweise 3-10 °C, 3-20
°C, 5-10 °C oder 5-20 °C, oberhalb der nominellen Schmelztemperatur.

In einer vorteilhaften Ausfihrungsform ist die Indikatorsubstanz daher dadurch gekenn-
zeichnet, dass die flissige Mischung in einem Temperaturbereich von 3-30 °C oder 5-30
°C oberhalb der Schmelztemperatur eine Viskositat in einem Bereich von 10 bis 106

mPa*s, vorzugsweise 10 bis 10* mPa*s, aufweist.

Vorstehend wurde bereits erwihnt, dass der Probenbehilter ein Kryoréhrchen sein kann.
GemiR dieser Variante kann die Indikatoreinrichtung beispielsweise als ein zylinderférmi-
ger Kérper ausgefiihrt sein, der als Bodenteil am Kryoréhrchen befestigbar ist. Dies bietet
den Vorteil, dass die Indikatoreinrichtung zusitzlich die Funktion eines an sich bekannten
Bodenteils eines Kryorohrchen ibernimmt, das eine vertikale Standfestigkeit des Kryo-

réhrchen gewihrleistet. Ein weiterer Vorteil ist, dass die Indikatoreinrichtung, wenn diese

ein herkémmliches Bodenteil ersetzt, keinen zusitzlichen Bauraum beansprucht.
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Hierbei ist besonders vorteilhaft, wenn der zylinderférmige Kérper den gleichen Aufien-
durchmesser wie das Kryoréhrchen aufweist, so dass die Vorrichtung in herkémmlichen
Lageraufnahmen einer Kryolagereinrichtung fir Kryoréhrchen gelagert werden kann. Der
zylinderférmige Kérper kann transparent oder semi-transparent ausgefihrt sein, d. h. aus

einem transparenten oder semi-transparenten Material gefertigt sein.

GemiR einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung kann die Indikatoreinrichtung als
ein allseitig geschlossener Hohlzylinder ausgefuhrt sein, der an der Unterseite des Pro-

benbehilters, z. B. in Form eines Kryoréhrchens, vorgesehen ist und der insbesondere an
der Unterseite des Probenbehilters I6sbar befestigbar ist. Der Innenraum des Hohlzylin-

ders bildet mindestens einen Hohlraum aus.

Der Innenraum kann als lediglich ein Hohlraum, der partiell mit der Indikatorsubstanz
gefiillt ist, ausgefiihrt sein. Der Innenraum kann alternativ auch in mehrere voneinander
fluidisch getrennte Teilhohlrdume unterteilt sein, die jeweils partiell mit einer Indika-
torsubstanz gefiillt sind. Vorzugsweise unterscheiden sich die Indikatorsubstanzen der
Teilhohlrdume zumindest in ihrer Schmelztemperatur, so dass durch jeden Teilhohlraum
das Uberschreiten eines unterschiedlichen Temperaturgrenzwertes tiberwacht werden
kann.

GemiR einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung kann die Indikatoreinrichtung als
Bodenteil am Probenbehilter, z. B. als Bodenteil eines Kryordhrchens, befestigt sein und
an ihrer Unterseite mind.estens eine Einstecké6ffnung aufweisen, in der ein Behalter, ins-
besondere ein stiftférmiger Behilter, der lediglich zum Teil mit der indikatorsubstanz ge-
fullt ist, I6sbar gehaltert ist. Dies bietet den Vorzug, dass die Indikatoreinrichtung schnell
und flexibel mit mindestens einem, die Indikatorsubstanz enthaltenden Behélter bestickt
werden kann. Der Behilter kann beispielsweise in die Einsteckéffnung eingesteckt und in

der eingesteckten Stellung arretiert sein.

‘Weist der Probenbehilter eine zylinderférmige dufere Mantelflache auf, z. B. im Falle

eines Kryoréhrchens, sieht eine weitere vorteilhafte Méglichkeit der erfindungsgemafien
Realisierung vor, dass die Indikatoreinrichtung als ein Hohlzylinder ausgefiihrt ist, der zur

Befestigung am Probenbehilter auf eine duRere Mantelflache des Probenbehilters auf-
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schiebbar ist und/oder aufgeschoben ist. Der Hohlzylinder ist doppelwandig mit einer
Innenwandung und einer AuRenwandung ausgefiihrt. Ein Zwischenraum zwischen der
Innenwandung und der AuRenwandung, die den mindestens einen Hohlraum ausbildet,

ist zum Teil mit der Indikatorsubstanz gefillt.

Ein Vorteil dieses Ausfithrungsbeispiels liegt darin, dass ein herkémmlicher Probenbehil-
ter verwendet werden kann, ohne dass Modifikationen zur Anordnung der Indikatorein-

richtung vonnéten sind.

Der Hohlraum des Hohlzylinders kann wiederum entweder als lediglich ein Hohlraum, der
partiell mit der Indikatorsubstanz gefiillt ist, ausgefihrt sein oder in mehrere voneinander
fluidisch getrennte Teilhohlrdume unterteilt sein, die jeweils partiell mit einer Indika-

torsubstanz gefllt sind.

GemiR einer Variante dieses Ausfithrungsbeispiels konnen der Hohlzylinder aus einem
ersten Kunststoffmaterial und der Probenbehilter aus einem zweiten Kunststoffmaterial
hergestellt sein. Hierbei weist das erste Kunststoffmaterial bei einer Temperaturverringe-
rung, zumindest in einem Temperaturbereich unterhalb der Schmelztemperatur der Indi-
katorsubstanz, eine groRere thermische Kontraktion als das zweite Kunststoffmaterial

auf.

Mit anderen Worten kénnen die Ausdehnungskoeffizienten der Plastikmaterialien des
Probenbehilters und des Hohlzylinders unterschiedlich gewahit werden, und zwar so,
dass ein Aufbringen des Hohlzylinders leicht unterhalb der Schmelztemperatur der Indika-
torsubstanz oder leicht unterhalb der niedrigsten Schmelztemperatur bei Verwendung
mehrerer unterschiedlicher Indikatorsubstanzen erfolgt und dass der Hohlzylinder bei der
Lagertemperatur mit dem Probenbehélter verkeilt und damit schwerer abzulfsen ist. Er-
wiarmt nun jemand die Probe unerlaubt, musste er sofort den Zylinder austauschen, was
dadurch vermieden werden kann, dass diese Zylinder nicht frei an den Kryotanks verfiig-
bar sind. Somit kann ein unberechtigtes Austauschen der Indikatoreinrichtung vermieden

oder zumindest erschwert werden,
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GemiR einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform weist die Indikatoreinrichtung min-
destens einen Hohlkdrper, insbesondere einen langlichen Hohlkorper, auf, der lediglich

zum Teil mit der Indikatorsubstanz gefiillt ist und an einer seitlichen Auenwand des Pro-

_benbehaiters befestigt ist.

Hierbei besteht einerseits die Moglichkeit, dass der Hohlkérper mittels einer Steck-, Klick-
oder Rastverbindung am Probenbehilter befestigt ist. Dies ermdglicht ein schnelles An-
bringen des Hohlkérpers mit der Indikatorsubstanz am Probenbehilter. Ferner kann der
Hohlkérper drehbar am Probenbehilter befestigt sein. Dadurch kann der Hohlkérper in
einem am Probenbehilter befestigten Zustand sowohl in die erste als auch in die zweite

Lage gebracht werden.

Ferner besteht anderseits die Moglichkeit, dass an einer seitlichen AuRenwand des Pro-
benbehilters eine Aufnahme vorgesehen ist, beispielsweise in Form einer Hiilse oder Ein-
stecktasche, in die der Hohlkérper zur Halterung am Probenbehalter einsteckbar

und/oder eingesteckt ist.

Mit dem Begriff Probenbehélter wird insbesondere ein fiir eine Kryokonservierung ausge-
legter Behilter bezeichnet. Der Probenbehilter ist vorzugsweise unter Verwendung tief-

temperaturvertraglichen Kunststoffmaterials fir Temperaturen unter -140 °C hergestellt.

" Das Kunststoffmaterial kann ohne Verinderung und ohne Schaden wiederholte Tempera-

turwechsel tolerieren. Es wird vorzugsweise ein Kunststoffmaterial verwendet, dessen
Wasseraufnahmefahigkeit < 1 % der Eigenmasse, insbesondere < 0.1 % der Eigenmasse
betrigt. ErfindungsgemaRe Kryospeicherelemente basieren beispielsweise auf Po-

lyurethan oder Polyethylen.

Mit dem Begriff ,biologische Probe” wird biologisches Material wie Zellen, Gewebe, Zell-
bestandteile, biologische Makromolekile etc. bezeichnet, welches im Probenbehalter der
Kryokonservierung untefzogen wird - ggf. in einer Suspension und/oder im Verbund mit
einem Substratmaterial. Im Aufnahmeraum kann somit ein Substrat angeordnet sein, das
zur adhirenten Aufnahme biologischer Zellen, die Teil der biologischen Probe sind, einge-

richtet ist.
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Die zuvor beschriebenen bevorzugten Ausfithrungsformen und Merkmale der Erfindung
sind miteinander kombinierbar. Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfindung werden

im Folgenden unter Bezug auf die beigefiigten Zeichnungen beschrieben. Es zeigen:

FIG.1-6  schematische Ansichten verschiedener Ausfiihrungsbeispiele eine Vorrichtung

zur Temperaturiiberwachung einer kryokonservierten biologischen Pro-

be;

FIG. 7 ein Ablaufdiagramm zur lllustration eines Ausfiihrungsbeispiels eines
Verfahrens zur Temperaturiiberwachung einer kryokonservierten biolo-

gischen Probe;
FIG. 8A, 8B, 9A  jeweils ein Schmelzdiagramm eines Flissigkeitsgemisches;
FIG. 9B eine Tabelle mit Schmelzpunkten einiger reiner Flussigkeiten; und
FIG. 10 eine Mischbarkeitsmatrix von Losemitteln.

Gleiche oder funktional dquivalente Elemente sind in allen Figuren mit denselben Bezugs-

zeichen bezeichnet und werden zum Teil nicht gesondert beschrieben.

Figur 1A zeigt einen Probenbehilter in Form eines Kryoréhrchens (Tube) 1a. Es umfasst
ein Aufnahmevolumen 2 fur die Bioprobe, in dem sich die Biomaterialien befinden. Die
Bioprobe kann beispielsweise eine Zellsuspension 6 sein. Das Kryorohrchen 1a umfasst
ferner einen Deckel 3, der das GefiR verschlieft. Der Deckel kann an seiner Oberseite
einen Eingriff 4 besitzen, iiber den der Deckel 3 mit einem Werkzeug (jeweils nicht ge-
zeigt) im Fall der Automatisierung gedreht werden kann. An sich bekannte Kryoréhrchen,
wie beispielsweise das in Figur 2 gezeigte, kénnen auch einen Boden 5 enthalten, in den
optional ein Barcodeviereck oder eine andere Kennung eingefiigt ist. Eine Besonderheit
des in Figur 1 gezeigten Ausfiihrungsbeispiels liegt darin, dass das Bodenelement des Kry-

oréhrchens 1a gleichzeitig als Indikatoreinrichtung 11 dient.
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Das zylinderférmige Bodenteil bzw. die Indikatoreinrichtung 11 weist einen abgeschlosse-
nen Hohlraum 14 auf, der partiell mit einer Indikatorsubstanz 7 in Form einer Flussigkeit
oder einer Fliissigkeitsmischung befiillt ist, deren Gefrierpunkt/Schmelzpunkt im Bereich
von =20 °C bis -100 °C uber das Mischungsverhiltnis gewihlt ist. Dies wird nachfolgend

noch anhand der Figuren 8 bis 10 nédher erldutert.

Das Bodenteil 11 wird in einer ersten Lage, hier auf dem Kopf stehend, auf die Lagertem-
peratur, die unterhalb der Schmelztemperatur der Indikatorsubstanz 7 liegt, gebracht und
erst an dem Kryoréhrchen 1a befestigt, wenn auch dieses die Lagertemperatur erreicht
hat. Die erste Lage ist in Figur 1B dargestellt. Die Indikatorsubstanz nimmt ein erstes Teil-

volumen 14b innerhalb des Hohlraums 14 ein.

Das Bodenteil wird in einer zweiten Lage am Kryoréhrchen befestigt. Hierzu wird das Bo-
denteil 11 um 180° ausgehend von der ersten Lage gedreht, so dass sich die gefrorene
Indikatorsubstanz 7 nunmehr oberhalb des freien Volumens 14a befindet, wie in Figur 1C
dargestellt. Die Befestigung des Bodenteils 11 am Kryordhrchens erfolgt Uber einen Zap-
fen 4, der an der Unterseite des Kryordhrchens 1a abragt und in Eingriff mit einer form-
korrespondieren Aufnahme 12 der Indikatoreinrichtung 11 gebracht wird. Selbstverstand-
lich kénnen alternativ andere zweckmiRig ausgefiihrte Befestigungsméglichkeiten vorge-
sehen sein, wie Gewinde, Rast- oder Klemmverbindungen etc., um die Indikatoreinrich-

tung 11 als Bodenteil am Kryor6hrchen 1a zu befestigen.

In der in Figur 1C gezeigten Anordnung, zumeist senkrecht in Aufnahmen stehend, wird
die Vorrichtung 10, umfassend das Kryoréhrchen und die daran befestige Indikatorein-

richtung 11, in einem Tieftemperaturbehilter, z. B. einem Kryotank, gelagert.

Im Falle einer Uberschreitung der Schmelztemperatur der Indikatorsubstanz 7 flieRt diese
auf den Boden des Volumens 14 im Teilbereich 14a, was leicht erkennbar oder detektier-
bar ist. Ist die Probe 6 stets unter dem Gefrierpunkt der Indikatorsubstanz 7 gehalten
worden, ergibt sich stattdessen der Zustand wie in Figur 1C gezeigt. Auf diese Weise ist

leicht eine unstatthafte Erwdrmung der Probe 6 erkennbar. Die Vorrichtung 10, insbeson-
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dere die Indikatoreinrichtung 11, erméglicht auf diese Weise die Uberwachung, ob ein

Temperaturgrenzwert (Schmelztemperatur) bei der Kryolagerung {iberschritten wurde.

Eine weitere Ausfilhrungsvariante der Indikatoreinrichtung bzw. des Bodenteils 11a ist im
unteren Teil von Figur 1B dargestellt. Wie erkennbar ist, kann das Volumen 14 des Boden-
teils 11a auch in zueinander abgeschlossene Teilbereiche unterteilt werden, hier abge-
trennt durch die Trennwléinde 15. Jeder der Teilbereiche ist wiederum mit einer indika-
torsubstanz 7a, 7b, 7c, 7d teilgefiillt, wobei die Indikatorsubstanzen 7a, 7b, 7c, 7d ver-
schiedene Schmelzpunkte aufweisen, z. B. -50 °C, -60 °C, -70 °C und -100 °C.

Die Anbringung am Kryoréhrchen 1a erfolgt wie bereits fur die Indikatoreinrichtung 11
beschrieben. Je nachdem, welche Indikatorsubstanz oder Indikatorsubstanzen 7a, 7b, 7c,
7d sich spater am Boden des Hohlraums 14 befinden, zeigt dies an, welche Temperaturen
iiberschritten wurden. Befinden sich alle Indikatorsubstanzen 7a, 7b, 7c, 7d im oberen

Bereich des Volumens 14, ist die Probe unverindert und korrekt gelagert worden.

Die Bodenteile 11, 11a sind aus einem transparenten Material gefertigt, so dass die Lage
der Indikatorsubstanz(en) im Volumen 14 von auBen einfach beobachtbar ist. Die Lage
der Indikatorsubstanz 7 bzw. der Indikatorsubstanzen 7a, 7b, 7¢, 7d innerhalb des Boden-
teils 11 bzw. des Bodenteils 11a ist optisch durch Ansehen, aber auch mittels einer
zweckmiRig ausgebildeten Messeinrichtung optoelektrisch und automatisiert detektier-
bar. Ist die Indikatorsubstanz gefarbt, erleichtert dies die Lagebestimmung. Ein weiterer
Vorteil der Vorrichtung 10 ist die Wiederverwendbarkeit der Bodenteile 11, 11a und die
Verwendung von als Indikatorsubstanz 7 verwendeten Markerflissigkeiten mit einem frei
wihlbaren Gefrierpunkt. Fiir Lebendablagen empfiehlt sich eine Schmelztemperatur um
-80 °C, da hier eine deutliche Rekristallisation des Eises in den Zellen und um diese herum
auftritt, die zu einer Qualitatsminderung der Kryoprobe fiihrt. Fiir biologische Fliissigkei-
ten und Lagerung von genetischem Material, das bei -80 °C gelagert wird, ist ein Schmelz-

punkt um -30 °C zu empfehlen.

Figur 2 zeigt ein Ausfiihrungsbeispiel einer Vorrichtung 20, die ein Kryoréhrchen 1 und

eine Indikatoreinrichtung 21 aufweist. Die Indikatoreinrichtung 21 ist als Hohlzylinder
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ausgefuhrt, der von unten (oder oben) auf ein Kryoréhrchen 1 im tiefkalten Zustand auf-
geschoben werden kann. Hierbei kann ein in an sich bekannter Weise ausgefiihrtes Kryo-
réhrchen 1, das beispielhaft in Figur 2A gezeigt ist, verwendet werden. Hierbei unter-
scheidet sich das in Figur 2A gezeigte Kryoréhrchen von dem in Figur 1A gezeigten ledig-
lich dadurch, dass ein herkémmliches Bodenteil 5 verwendet wird, das nicht mit Indika-

torsubstanz teilgefulit ist.

Der Hohlzylinder ist doppelwandig mit einer Innenwandung 23 und einer AuBenwandung
22 ausgefiihrt, wobei ein Zwischenraum 24 zwischen der Innenwandung 23 und der Au-

Renwandung 22 zum Teil mit der Indikatorsubstanz gefiillt ist.

Figur 2B zeigt als beispielhafte Ausfiihrungsvariante des Zylinders 22 ein Vierkammersys-
tem mit vier verschiedenen Indikatorsubstanzen 7a, 7b, 7c, 7d. Der Zwischenraum 24 ist
hierbei durch Trennwinde 25 in vier Teilhohlrdume unterteilt, die jeweils mit einer Indi-
katbrsubstanz teilgefullt sind. Die verschiedenen Indikatorsubstanzen 7a, 7b, 7c, 7d sind
hierbei so ausgewahlt, dass ihre Schmelzpunkte verschieden sind und jeweils einem zu

tiberwachenden Temperaturgrenzwert entsprechen.

Die Indikatoreinrichtung 21 wird in der in Figur 2B gezeigten ersten Lage auf die Lager-
temperatur abgekiihlt, wobei die Indikatorfliissigkeiten 7a, 7b, 7¢c, 7d jeweils im unteren

Teilvolumen 24b des Zwischenraums 24 festfrieren.

Die Indikatoreinrichtung 21 wird nach dem Abkiihlen auf die Lagertemperatur um 180°
gedreht (zweite Lage) auf das Kryoréhrchen 1 aufgeschoben, was in Figur 2C dargestellt

ist.

Ist nach der Lagerung oder auch wihrend der Lagerung die in Figur 2C gezeigte Verteilung
der Indikatorsubstanzen 7a, 7b, 7c, 7d, d. h., alle Indikatorsubstanzen 7a, 7b, 7c, 7d be-
finden sich im oberen Teil 24b des Zwischenraums 24 des Zylinders 21, festzustellen, ist
keine der Schmelztemperaturen der Indikatorsubstanzen 7a, 7b, 7c, 7d erreicht worden.
Befindet sich eine Indikatorsubstanz dagegen in dem Teilbereich 24a, wurde zwischen-

zeitlich ihr Schmelzpunkt Gberschritten.
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Zur Vermeidung eines unberechtigten Austausches kénnen die Ausdehnungskoeffizienten
der Plastikmaterialien des Kryorohrchens 1 und des Zylinders 21 unterschiedlich gewahlt
werden, und zwar so, dass ein Aufbringen des Zylinders 21 leicht unterhalb der niedrigs-
ten Schmelztemperatur der Indikatorsubstanzen 7a, 7b, 7c, 7d erfolgt und dass bei der
Lagertemperatur der Zylinder 21 mit der AuBenwandung des Kryoréhrchens 1 verkeilt
und damit schwerer abzulésen ist. Erwdrmt nun jemand die Probe unerlaubt, misste er
sofort den Zylinder 21 austauschen, was dadurch vermieden werden kann, dass diese

Zylinder 21 nicht frei an den Kryotanks verfiigbar sind.

Figur 3 zeigt eine weitere Vorrichtung 30 zur Temperaturiiberwachung einer kryokonser-
vierten biologischen Probe. Die Vorrichtung 30 weist analog zu Figur 2 einen hohlwandi-
gen Zylinder 31 auf, der von unten oder oben auf ein Kryoréhrchen 1 aufgebracht werden
kann. Der Unterschied zu der in Figur 2 gezeigten Variante liegt darin, dass der Zylinder 31
nur mit einer Indikatorsubstanz 7 partiell gefullt ist. Der Zwischenraum 34 zwischen Au-
Renwandung 22 und InnenWandung 23 des doppelwandigen Zylindermantels ist somit
nicht wie in Figur 2 in fluidisch voneinander getrennte Teilrdume unterteilt. Auch hier
erfolgt das Einfrieren und Aufstecken in um 180° gedrehter Position, wie in Figur 3B und
Figur 3C gezeigt. Sowohl der Zylinder 31 als auch die darin enthaltene Indikatorsubstanz-
menge 7 konnen weitaus kiirzer als auch geringer im Volumen ausgefiihrt werden als hier

gezeigt ist, typischerweise 1/3 bis 1/5 der gezeigten Lange.

Figur 4 zeigt eine weitere Vorrichtung 40 zur Temperaturiiberwachung einer kryokonser-
vierten biologischen Probe. Der Probenbehilter ist wiederum als Kryoréhrchen 1b ausge-
fiihrt. Am Kryorshrchen 1b ist ein Bodenteil 43 befestigt, das vier Aufnahmezylinderd&ff-
nungen 45 aufweist, in die mit einer Indikatorsubstanz 7a, 7b, 7c, oder 7d partiell befiillte
Stifte 42 mit einem zylindrischen Innenvolumen 44 eingefiigt werden kénnen. Das Einfrie-
ren und Einfiigen erfolgt analog zu den in Figur 2 und 3 gezeigten Ausfiihrungsbeispielen,
d. h. in jeweils um 180° zueinander gedrehten Lagen, und ergibt bei korrekter Lagerung
das in Figur 4C gezeigte Bild. Sowohl die Aufnahmezylinder 45 als auch die Stifte 42 sind

so ausgefiihrt, dass sie beim Einfugen arretiert werden.
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Im Falle einer Uberschreitung der jeweiligen Schmelztemperatur einer der Indikatorsub-
stanzen 7a, 7b, 7c, 7d flieRt diese auf den Boden des Volumens 44, was leicht erkennbar
oder detektierbar ist. Ist die Probe 6 stets unter den Schmelzpunkten der Indikatorsub-
stanzen 7a, 7b, 7c, 7d gehalten worden, ergibt sich stattdessen der Zustand wie in Figur
4C gezeigt. Auf diese Weise ist leicht eine unstatthafte Erwarmung der Probe 6 erkenn-

bar.

Figur 5 zeigt zwei weitere Vorrichtungen 50 und 50a zur Temperaturiiberwachung einer

kryokonservierten biologischen Probe.

Die Figur 5A zeigt ein Ausfiihrungsbeispiel eines Kryoréhrchens 1, an dessen Seite eine
Indikatoreinrichtung 51 drehbar befestigt ist. Die Indikatoreinrichtung 51 weist einen
Hohlzylinder 52 auf, dessen Hohlraum 54 partiell mit einer Indikatorsubstanz 7 gefullt ist.
Der Hohlzylinder 52 ist iiber eine Achse 53 drehbar am Kryoréhrchen 1 befestigt. Der
Durchmesser des Hohlzylinders 52 ist kleiner als der der Kryoréhrchens 1.

Um die Vorrichtung 50 zur Temperaturiiberwachung einer kryokonservierten biologi-
schen Probe verwenden zu kénnen, werden nun das Kryordhrchen 1 und die Indikatorein-
richtung 51 in der in Figur 5A gezeigten Position (erste Lage) auf die Lagertemperatur ge-
bracht. Die Indikatorsubstanz gefriert dabei im unteren Teilvolumen 54b des Hohizylin-

ders 52.

Die nunmehr vollstindig gefrorene Indikatoreinrichtung 51 wird um 180° gedreht, wie in
der vergréRerten Darstellung der Figur 5B illustriert ist, so dass die gefrorene Indika-

torsubstanz 7 sich oben und der fliissigkeitsfreie Teil 54a unten befindet (zweite Lage).

In der in Figur 5C gezeigten zweiten Lage fiihrt ein Schmelzen der Indikatorsubstanz durch
den Einfluss der Schwerkraft dazu, dass die fliissig gewordene Indikatorsubstanz nach
unten in den Teilbereich 54a flieRt. An diesem Zustand kann somit analog wie in den Bei-
spielen der vorherigen Figuren erkannt werden, ob eine unerwiinschte, wenn auch nur

zeitweise Erwdarmung der Kryoprobe 6 stattgefunden hat.
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Der partiell mit Indikatorsubstanz 7 gefiillte Hohlzylinder 52 kann entweder drehbar fest
am Kryorhrchen 1 befestigt sein oder mittels wenigstens einer Steckverbindung, Rast-
verbindung, Klemmverbindung, Schraubverbindung und/oder Klickverbindung drehbar
und I6sbar am Kryordhrchen 1 befestigbar sein. In Figur 5B ist beispielhaft eine einklickba-

re Variante gezeigt.

Figur 5D zeigt eine weitere Variante 50a, die sich von der Vorrichtung 50 dadurch unter-
scheidet, dass nicht nur ein mit Indikatorsubstanz 7 gefiillter Hohlzylinder seitlich am Kry-
ordhrchen befestigt ist, sondern mehrere, wobei sich die Indikatorsubstanzen 7a, 7b, 7¢
in den Hohlzylindern 52a, 552b, 52c in ihren Schmelzpunkten unterscheiden, so dass ver-

schiedene Temperaturgrenzwerte iiberwacht werden kénnen.

Figur 6 zeigt zwei weitere Vorrichtungen 60 und 60a zur Temperaturiiberwachung einer
kryokonservierten biologischen Probe. Figur 6 zeigt in der oberen Reihe A eine zylindri-
sche Aufnahme 63 an der AuRenwand des Kryoréhrchens 1, in die ein Hohlzylinder 61,
dessen Innenraum 64 mit einer Indikatorsubstanz 7 teilgefiillt ist, hineingestéckt werden
kann, wie es ganz rechts gezeigt ist. Die Scheibe 65 verhindert das Hindurchrutschen des

Zylinders 61.

Analog zu den vorherigen Ausfilhrungsvarianten wird die Indikatoreinrichtung in Form
des teilgefiillten Hohlzylinders in einer ersten Lage unter den Schmelzpunkt der Indikator-
fliissigkeit 7 abgekiihlt. Figur 6A zeigt den Hohlzylinder 61 auf der Scheibe 65 stehend in
dieser ersten Lage. Die Indikatorfliissigkeit flieBt in den Teilbereich 64b und gefriert dort.
Zur Kryolagerung wird der HohIzylinder‘um 180° gedreht (zweite Lage) in die Aufnahme
63 eingesteckt, was rechts oben in Figur 6 dargestellt ist. In dieser Anordnung kann dann
wieder gepruft werden, ob sich bei der Kryolagerung eine Lageverénderung der Indika-

torsubstanz 7 im Innenraum 64 einstellt oder eingestellt hat.

Figur 6B zeigt, wie dieses Prinzip vervielfacht werden kann. Bei der Vorrichtung 60a sind
mehrere Hohlzylinder 61 am Kryoréhrchen 1 befestigt, wobei sich die Indikatorsubstan-
zen in den Hohlzylindern 52a, 552b, 52c in ihren Schmelzpunkten unterscheiden, so dass

verschiedene Temperaturgrenzwerte (berwacht werden kénnen.
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Figur 7 illustriert anhand eines Ablaufdiagramms ein Verfahren zur Temperaturiiberwa-
chung einer kryokonservierten biologischen Probe. In Schritt S1 wird eine Vorrichtung zur
Temperaturiiberwachung bereitgestellt, beispielsweise eine der Vorrichtungen 10 20, 30,
40, 50, 50a, 60 oder 60a. Hierbei ist je nach Temperaturgrenzwert, der bei der Kryolage-
rung Uberwacht werden soll, eine geeignete Fliissigkeit oder ein Fliissigkeitsgemisch als

Indikatorsubstanz 7 auszuwahlen.

Uber die Auswahl geeigneter Flissigkeiten und das Mischungsverhiltnis von Fliissigkeiten
kann deren Schmelzpunkt auf einen gewiinschten Wert in einem Bereich von -20 °C bis -

140 °C festgelegt werden.

Beispielhaft ist in Figur 8A der Verlauf des Schmelzpunktes als Funktion des Mischungs-
verhiltnisses aus einem Alkoho! und Wasser angegeben, mit dem bei moderater Viskosi-
titserhéhung mit abfallender Temperatur ein Temperaturbereich zwischen 0 °C und -118
°C abgedeckt werden kann. Soll z. B. ein Temperaturgrenzwert von -118 °C Giberwacht
werden, kann der Ethanol-Anteil auf 93,5 % festgelegt werden. Schmelzpunkte bis zu ei-
nem Wert von knapp unter -60 °C kénnen auch durch Zumischung von Kaliumhydroxid
(KOH) zu Wasser eingestellt werden, was in Figur 88 anhand eines Schmelzdiagramms
gezeigt ist. Auch eine Mischung aus Waser und Gefrierschutzmittel kann als Indikatorsub-
stanz verwendet werden, was durch das Schmelzdiagramm der Figur 9A illustriert ist. Die
Tabelle der Figur 9B fuhrt Gefrierpunkte/Schmelzpunkte weiterer reiner Fliissigkeiten auf,
die alleine oder als Mischung mit einer anderen Flissigkeit als Indikatorsubstanz verwen-
det werden kdnnen. Weitere als Indikatorsubstanz geeignete Flussigkeitsgemische sind
Chloroform-Zyklohexan-Gemische oder andere mischbare Flissigkeiten, die z. B. aus der

Mischbarkeitsmatrix von Lésemitteln der Figur 10 entnommen werden kénnen.

Vornehmlich werden Fliissigkeiten und Plastikmaterialien mit guter Benetzbarkeit und
niedriger Viskositit bei niedrigen Temperaturen ausgewahlt, um die Lageveranderung

moglichst umfangreich und die Zusatzkompartimente klein zu gestalten.
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Falls mehrere Temperaturgrenzwerte bei der Kryolagerung tiberwacht werden sollen bzw.
falls die erreichten Temperaturintervalle, in die die Probe gelangt ist, genauer eingegrenzt
werden sollen, kénnen entsprechend mehrere verschiedene Indikatorsubstanzen mit ver-
schiedenen Schmelzpunkten verwendet werden, die dann in verschiedenen Hohlrdumen

bzw. Kammern am Probenbehalter angebracht werden.

In Schritt S2 wird dann die Indikatorsubstanz in dem Hohlraum der Indikatoreinrichtung
eingefroren, wobei der Hohlraum wihrend des Einfrierens der Indikatorsubstanz in eine
erste Lage gebracht wird. Bei verschiedenen Indikatorsubstanzen und mehreren Hohl-

raumen werden diese analog jeweils in die erste Lage gebracht und eingefroren.

Danach wird in Schritt S3 der mindestens eine Hohlraum mit der gefrorenen Indika-
torsubstanz in eine zweite Lage gebracht und, falls der mindestens eine Hohlraum noch.
nicht am Probenbehilter angeordnet ist, an diesem angeordnet. Die zweite Lage veran-
dert die raumliche Lage der gefrorenen Indikatorsubstanz zumindest so weit, dass ein
Schmelzen nach der Lageverdnderung zu einer sichtbaren Verlagerung der Flissigkeit
oder ihrer Begrenzungsgeometrie in dem Hohlraum fihrt.

In diesem Zustand kann die Vorrichtung mit einer Kryoprobe im Aufnahmeraum des Pro-
benbehilters bei einer Lagertemperatur unterhalb der Schmelztemperatur gelagert wer-

den (Schritt S4).

Nachfolgend kann mittels der Indikatorsubstanz zu einem beliebigen Zeitpunkt wéahrend
des Lagervorgangs liberpriift werden, ob eine unerwiinschte, wenn auch nur zeitweise
Erwarmung der Kryoprobe stattgefunden hat (Schritt S5). Hierzu wird gepriift, ob eine
durch einen Schmelzvorgang verursachte zumindest teilweise Verlagerung und/oder
Forminderung der Indikatorsubstanz{en) stattgefunden hat. Ist dies der Fall, kann auf ein

Uberschreiten der zu iiberwachenden Grenztemperatur(en) geschlossen werden.

Obwoh! die Erfindung unter Bezugnahme auf bestimmte Ausfiihrungsbeispiele beschrie-
ben worden ist, ist es fiir einen Fachmann ersichtlich, dass verschiedene Anderungen aus-
gefiihrt werden kénnen und Aquivalente als Ersatz verwendet werden kénnen, ohne den

Bereich der Erfindung zu verlassen. Folglich soll die Erfindung nicht auf die offenbarten
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Ausfiihrungsbeispiele begrenzt sein, sondern soll alle Ausfiihrungsbeispiele umfassen, die
in den Bereich der beigefiigten Patentanspriiche fallen. Insbesondere beansprucht die
Erfindung auch Schutz fiir den Gegenstand und die Merkmale der Unteranspriiche unab-

hingig von den in Bezug genommenen Anspriichen.
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ANSPRUCHE

1. Vorrichtung (10; 20; 30; 40; 50; 50a; 60; 60a)zur Temperaturiiberwachung einer
kryokonservierten biologischen Probe, umfassend

a) einen Probenbehilter (1; 1a; 1b) mit einem Aufnahmeraum (2) zur Aufnahme einer
biologischen Probe (6); und

b) eine auRen am Probenbehilter anordenbare und/oder angeordnete
Indikatoreinrichtung (11; 11a; 21; 31; 41; 51; 61) zur Uberwachung mindestens eines
Temperaturgrenzwertes, aufweisend mindestens einen Hohlraum (14; 24; 34; 44; 54; 64),
der lediglich zum Teil mit einer Indikatorsubstanz (7) gefiillt ist, deren Schmelztemperatur in

einem Bereich von -20 °C bis -140 °C liegt.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Indikatoreinrichtung
(11; 11a; 21; 31; 41; 51; 61) oder der zumindest eine Hohlraum der Indikatoreinrichtung

a) I6sbar am Probenbehilter (1; 1a; 1b) befestigbar und/oder befestigt ist; und/oder

b) mittels wenigstens einer Steckverbindung, Rastverbindung, Klemmverbindung,

Schraubverbindung und/oder Klick-Verbindung I6sbar am Probenbehilter befestigbar ist.

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die
Indikatoreinrichtung (11; 11a; 21; 31; 41; 51; 61) an mindestens einer Stelle transparent
oder semi-transparent ist, so dass der mindestens eine Hohiraum (14; 24; 34; 44; 54; 64) von

aullen beobachtbar ist.

4. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,

dass der Probenbehilter (1; 1a; 1b) ein Kryordhrchen ist.

5. Vorrichtung (10) nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die
Indikatoreinrichtung (11, 11a) als ein zylinderférmiger Kérper ausgefihrt ist, der als

Bodenteil am Kryoréhrchen (1a) befestigbar ist.
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6. Vorrichtung (10) nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass d

Korper

a) den gleichen AuBendurchmesser wie das Kryoréhrchen (1a) aufweist und/oder
b) transparent oder semitransparent ausgefihrt ist.

7. Vorrichtung (10) nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,

dass die Indikatoreinrichtung (11, 11a) als ein allseitig geschlossener Hohlzylinder ausgefuihrt
ist, der an der Unterseite des Probenbehilters I6sbar befestigbar ist und dessen innenraum

(14) den mindestens einen Hohlraum ausbildet.

8. Vorrichtung (40) nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass
die Indikatoreinrichtung (41) als Bodenteil am Probenbehilter (1b) befestigt ist und an ihrer
Unterseite mindestens eine Einsteckéffnung (45) aufweist, in der ein Behilter, insbesondere
ein stiftférmiger Behilter (42), der lediglich zum Teil mit der Indikatorsubstanz gefillt ist,

I6sbar gehaltert ist.

9. Vorrichtung (30) nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die
Indikatoreinrichtung als ein Hohlzylinder (21) ausgefihrt ist, der zur Befestigung am
Kryordhrchen auf eine duRere Mantelfliche des Kryordhrchens (1) aufschiebbar ist und/oder
aufgeschoben ist, wobei der Hohlzylinder (21) doppelwandig mit einer Innenwandung (23)
und einer AuBenwandung (22) ausgefiihrt ist, wobei ein Zwischenraum (24) zwischen der
Innenwandung (23) und der AuRenwandung (22), die den mindestens einen Hohlraum

ausbildet, zum Teil mit der Indikatorsubstanz gefullt ist.

10. Vorrichtung (30) nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass der Hohlzylinder
(21) aus einem ersten Kunststoffmaterial und das Kryordéhrchen (1) aus einem zweiten
Kunststoffmaterial hergestellt sind, wobei das erste Kunststoffmaterial bei einer
Temperaturverringerung, zumindest in einem Temperaturbereich unterhalb der
Schmelztemperatur der Indikatorsubstanz, eine gréBere thermische Kontraktion als das

zweite Kunststoffmaterial aufweist.
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11. Vorrichtung (50; 50a) nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge
dass die Indikatoreinrichtung (51) mindestens einen Hohlkdrper, insbesondere einen.
Ianglichen Hohlkérper (52), aufweist, der lediglich zum Teil mit der Indikatorsubstanz (7)

gefiillt ist und an einer seitlichen AuBenwand des Probenbehilters (1) befestigt ist.

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass der Hohlkérper (52)
a) drehbar am Probenbehilter (1) befestigt ist; und/oder
b) mittels einer Steck-, Klick- oder Rast-Verbindung (53) am Probenbehélter (1) befestigt

ist.

13, Vorrichtung (60) nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass an einer seitlichen
AuRenwand des Probenbehilter (1) eine Aufnahme (63), beispielsweise eine Hiilse oder
Einstecktasche, befestigt ist, in die der Hohlkérper (61) zur Halterung am Probenbehlter

einsteckbar und/oder eingesteckt ist.

14. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, gekennzeichnet durch eine
optische oder optoelektrische Messeinrichtung, die ausgebildet ist, eine Lage und/oder Form
der Indikatorsubstanz in dem mindestens einen Hohlraum der Indikatoreinrichtung zu

erfassen.

15. Verfahren zur Temperaturiilberwachung von kryokonservierten Proben, umfassend
die Schritte:

a) Bereitstellen einer Vorrichtung zur Temperaturiiberwachung nach einem der
vorhergehenden Anspriiche (S1);

b) Einfrieren der Indikatorsubstanz(en), wobei

der mindestens eine Hohlraum der Indikatoreinrichtung wahrend des Einfrierens der
Indikatorsubstanz(en) in eine erste Lage gebracht wird (S2) und nach dem Einfrieren und bei
einer Temperatur der Indikatorsubstanz(en) unterhalb der Schmelztemperatur in eine zweite
Lage gebracht wird (S3), in der ein Schmelzen der Indikatorsubstanz(en) durch den Einfluss
der Schwerkraft zu einer zumindest teilweisen Verlagerung und/oder Formanderung der

Indikatorsubstanz in dem mindestens einen Hohlraum fiihrt.
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16. Verfahren nach A-nspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass eine St
Indikatorsubstanz ausgewihlt wird, deren Schmelztemperatur oder deren Schwellen-
temperatur, bei der die Viskositat der geschmolzenen Indikatorsubstanz einen bestimmten
Zielwert unterschreitet, einer vorbestimmten Grenztemperatur, deren Uberschreiten

tiberwacht werden soll, entspricht.

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, gekennzeichnet durch a) das Lagern einer
kryokonservierten Probe in dem Probenbehilter (S4); und

b) das Feststellen, ob eine durch ein zeitweises Uberschreiten der Schmelztemperatur
der Indikatorsubstanz erfolgte Anderung der Form, Anordnung, insbesondere Lage, der

Indikatorsubstanz stattgefunden hat (S5).

18. Vorrichtung oder Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass die Indikatorsubstanz mindestens einen Alkohol, welcher aus der
Gruppe, die Octan-1-ol, Nonan-1-ol, Propan-1,2-diol, Propan-1,3-diol, Butén-1,2-diol, Butan-
1,3-diol, Butan-2-ol, Pentan-1,5-diol, Pentan-1-ol, Cyclopentanol, Benzylalkohol umfasst,

ausgewihlt ist, sowie optional mindestens einen Farbstoff umfasst.

19. Vorrichtung oder Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass der
Farbstoff aus der Gruppe ausgewihlt ist, welche Triphenylmethanfarbstoffe,
Rhodaminfarbstoffe, insbesondere Xanthene, Azofarbstoffe sowie Phenazin- und

Phenothiazinfarbstoffe umfasst.

20. Vorrichtung oder Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet,
dass die Indikatorsubstanz mindestens zwei Alkoholkomponenten, welche aus der Gruppe,
die Octan-1-ol, Nonan-1-ol, Propan-1,2-diol, Propan-1,3-diol, Butan-1,2-diol, Butan-1,3-diol,
Butan-2-ol, Pentan-1,5-diol, Pentan-1-ol, Cyclopentanol, Benzylalkohol umfasst, ausgewéhlt
sind, umfasst und/oder die Indikatorsubstanz mindestens einen Farbstoff umfasst, der aus
der Gruppe ausgewihlt ist, welche Oil Red, Methylrot, Brillantgriin, Rhodamin B, Neutralrot,
Methylenblau oder andere Farbstoffe, die zur Anfarbung von Zellen in der Zytologie

verwendet werden, umfasst.

%k ok ok ok
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FIG. 7
Bereitstellen der Vorrichtung S1
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A 4
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Kryo-Lagerung der Vorrichtung

Prifen auf Verlagerung und/oder S5
Formanderung der Indikatorsubstanz
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FIG. 8A
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FIG. 9A

Schmelztemperatur [°C]
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FIG. 9B

Ammoniak -77.,8
Ethylalkohol -114,5
Benzol . +55

Brom -7,3
Chloroform -63,5
Diethylether -116,3
Essigsaure + 16,7
Glycerin -18,0
Isopentan -160,0
Methylalkohol -97.,9
Propylalkohol -127,0
Quecksilber -38,9
Schwefelkohlenstoff -111,6
Tetrachlorkohlenstoff -22,9
Toluol -94 5
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