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uvedeni do styku a pfidrzovani alespoii jednoho
sekundamiho obalu (6) obsahujiciho zmrazeny vzorek (8)
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CZ 307834 B6

Zpisob upravy zmrazenych vzorku biologickych materiili a zaFizeni pro provadéni tohoto
zpusobu

Oblast techniky

Vynalez se tyka zplsobu upravy zmrazenych vzorkl biologickych materiald pro dlouhodobé
uchovani, pfi kterém se biologicky material uloZzeny v primarnim obalu zmrazuje a poté se
opatfuje sekundarnim obalem. Dale se vynalez tyka zafizeni na utésnovani sekundarniho obalu
pro dlouhodobé uchovani zmrazenych vzorkl biologickych materiald.

Dosavadni stav techniky

Vzorky biologické povahy (bunky, tkan€, organy, protilatky apod.) jsou pro dlouhodobé
skladovani kontrolované mrazeny na teplotu pfiblizné —60 az —80 °C a dlouhodobé uchovavany
hluboce zmrazené, nejcastéji v tekutém dusiku ¢i jeho parach, kde je teplota okolo —196 °C a
pohyb molekul vyrazné zpomalen.

Pro zamezeni kfizové kontaminace Ci bakterialni kontaminace vzork( se ve farmaceutickém
primyslu pouZivaji sekundarni obaly kryozkumavek a jinych primarnich obald.

Napriklad mesenchymalni kmenové bunky (MSC) jsou ¢asto mrazeny spolu s objemové 7,5%
dimethylsulfoxidem (DMSO). DMSO v mrazicim médiu chrani buiky pfed tvorbou
nebezpecnych krystalll a zvySuje tak viabilitu bunék obsaZenych ve vzorku po rozmrazeni.
Zaroven je DMSO v kapalném stavu pro buiky toxické. Jak uvadi Xin Wang a kolektiv
(Cryobiology, 2007), viabilita bunék pfi bézné teploté okoli v roztoku obsahujicim DMSO klesa.
Proto je nutné tuto fazi eliminovat na co mozna nejkratsi dobu. Je tedy vyhodné aplikovat
sekundarni obal na kryozkumavky aZ v momenté, kdy je DMSO v pevném skupenstvi, tedy na
vzorek zmrazeny. Pro mrazeni biologickych vzorkdi mize byt alternativné pouzito také dalSich
médii s obsahem kryoprezervacnich molekul jinych nez DMSO, nicméné velmi casto také
cytotoxickych pii bézné teploté okoli.

Optimalizované a kontrolované mrazeni bun€k zajistuji rlizna zafizeni. Jsou to napiiklad:
CoolCell® (Biocision), IceCube (SYLAB), Mr. Frosty™ (Thermo Fisher Scientific). Tato
zafizeni nejsou kompatibilni s Zddnym bézné pouzivanym sekundarnim obalem kryozkumavek.

Proto je nutné aplikovat sekundarni obal na kryozkumavku az po zamrazeni vzorku na
pozadovanou teplotu. Nicméné jakékoliv manipulace s kryozkumavkou mimo mrazici box
vyrazn¢ zvySuje teplotu vzorku, coz piimo ovliviiyje jeho finalni kvalitu. Vykyvy teplot
akceleruji tvorbu nezadoucich krystald a snizuji viabilitu a kvalitu nasledné rozmrazenych bunék.

Zpulisob baleni vzorkli do termoplastického obalu popisuje patentova piihlaska (US 4501108) z
roku 1985. Obdobné také pristroj popsany v patentu US 2006/137824 popisuje kryti
kryozkumavek termoplastickym filmem. Po zahiati obalu dojde k jeho smr§téni a zataZeni.

V patentové prihlasce US 2008220507 je popsan proces vitrifikace a aplikace pridruzenych obalil
vzorku ve formé plastickych stébel.

Také patentova prihlaska US 2011196358 popisuje proces vitrifikace oocytll, spermii a embryi v
kiemikové mikrokapilafe obalené ochrannym sekundarnim obalem. Sekundarni obal chrani
vzorky pted kontaminaci z tekutého dusiku. Samotna vitrifikace probiha piimo v sekundarnim
obalu a jeho zataveni probihd po evaporaci tekutého dusiku. Nicméné v tomto ptipadé hrozi
riziko kontaminace praveé v kroku mrazeni vzorku.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 307834 B6

Tato feSeni, ac¢ efektivni, vyZaduji relativné sloZité technologické zazemi a specificky
kvalifikovany personal s ohledem na rizika spojena s manipulaci v pfimém kontaktu s tekutym
dusikem. Popsanéa feSeni nezohlediuji mozné vykyvy teplot v priibéhu aplikace sekundarniho
obalu.

Podstata vynalezu

Vyse uvedené nedostatky odstraiiuje novy zplisob upravy zmrazenych vzorkidl biologickych
materiald, pfi kterém se biologicky material uloZeny v primarnim obalu zmrazuje a poté se
opatiuje sekundarnim obalem pied uloZenim do nizkych teplot. Tento novy zpiisob udrzuje
vzorky v pozadované teploté a umoznuje aplikaci sekundarniho obalu na jiz zmrazené vzorky v
kryozkumavkach nebo v jinych primarnich obalech. Vynalez zamezuje neZadoucim fluktuacim
teploty pii aplikaci sekundarniho obalu.

Zplsob upravy zmrazenych vzorkil podle vynalezu se provadi pfimo v chladici ¢asti zafizeni na
utésnovani sekundarniho obalu podle vynalezu. Chladici ¢ast zahrnuje chladi¢, ktery ma alespon
jednu chlazenou plochu. Zmrazeny vzorek v primarnim obalu se vlozi do sekundarniho obalu,
ktery se nejméné polovinou své vnéjsi plochy (coz odpovida poloviné délky v ptipadé, ze
sekundarni obal je trubice valcovitého tvaru) uvede do styku s chlazenou plochou télesa chladice
majici teplotu niz8i, neZ je teplota okoli, s vyhodou —60 az —80 °C, provede se utésnéni
sekundarniho obalu a zmrazeny vzorek v utésnéném sekundarnim obalu se odebere ze styku s
chladi¢em.

Sekundarni obal, zachyceny na obrazcich 2 a 3 jako priihledna ¢ast, miize byt z termoplastického
materialu, napiiklad polyethylenova trubice. Utésnéni sekundarniho obalu se provadi vytvorenim
spojl, naptiklad zatavenim jednoho nebo obou koncii sekundarniho obalu v misté, kde neni ve
styku s chlazenou plochou chladice. Ve vyhodném provedeni zafizeni podle vynalezu obsahuje
tavici liSty pro vytvoreni spoje sekundarniho obalu zatavenim.

Ve vyhodném provedeni vynalezu je chladici ¢ast tvofena chladiCem, ktery ma pasivné chlazené
téleso vytvorené z materialu schopného vychlazeni na teplotu —60 az —80°C, s tepelnou
kapacitou dostateCnou pro uchovani chladu alespon po dobu nezbytnou k vytvofeni spoje
sekundarniho obalu. Pfed vlozenim zmrazenych vzorki se chladi¢ ulozi do mrazaku na nejméné
2 hodiny pii teploté —60 az —80 °C.

V jinych provedenich vynalezu ma chladic pasivné chlazené téleso vytvoifené z materialu
schopného vychlazeni na teplotu nizsi nez —30 °C. Vychlazeni pasivné chlazeného télesa chladice
muize byt provedeno jinym nez vySe uvedenym postupem, v jinych Casovych a teplotnich
rozmezich, naptiklad za pouziti suchého ledu nebo tekutého dusiku a jeho par.

Chladi¢c mze byt monoliticky chladici blok opatieny otvory, které vytvareji chlazenou plochu
pro styk s vkladanymi vzorky, nebo ve vyhodném provedeni mtize chladi¢ obsahovat alespon dva
oddé¢litelné dily pro snadnéjsi vkladani vzorkd. Spojeni dili miize byt zajisténo napiiklad panty,
drazkami ¢i hroty. Chladici plocha chladice pro styk se zmrazenymi vzorky je s vyhodou
komplementarni tvaru a velikosti pouzit¢ého primarniho obalu, napiiklad kryozkumavek.
Vyhodné provedeni zafizeni podle vynalezu zahrnuje mnozstvi otvord pro vkladani vzorki, coz
umoznuje utésnovat sekundarni obaly vétSiho poctu zmrazenych vzorki soucasné, piiCemz mezi
chladicem a primarnim obalem vzorku (napiiklad kryozkumavkou) je jen minimalni prostor, coz
umoznuje udrzet pozadovanou teplotu vzorku po nezbytné dlouhou dobu.

Pro vyrobu télesa chladi¢e je mozné pouzit rlizné slitiny kovil, keramiku, gelovou napln a jiné
materialy s vysokou tepelnou kapacitou. Vnéjsi povrch chladice mize byt chranén napiiklad
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V dalSich provedenich vynalezu je chladici €ast tvofena aktivné chlazenym chladi¢em. Aktivni
chlazeni zajiStuje naptiklad mrazici jednotka cirkulaci chladiciho média skrze kanalky uvnitf
télesa chladice, pficemz tato jednotka miize byt soucasti provedeni.

Ve zvlast€¢ vyhodnych provedenich zafizeni podle vynalezu obsahuje kromé komponent
uvedenych ve vyse popsanych provedenich také dal$i komponenty, jako napiiklad teplotni ¢idlo,
¢asovac ¢i zapisovaci jednotku priibéhu teploty. Zafizeni podle vynalezu miize zahrnovat i dalsi
komponenty, které neméni princip popisovaného zpiisobu feSeni technického problému. Jedna se
napfiklad o komponentu pro hlasové ovladani apod.

Zafizeni podle vynalezu se s vyhodou sklada z komponent, které je mozné umistit do €istych
prostor farmaceutick¢é vyroby I1éCivych piipravkd. VSechny jeho ¢asti jsou jednoduse
sanitovatelné. Cistitelnosti, dezinfikovatelnosti, zamezeni zachycovani neéistot a priniku
nezadoucich ¢astic se dosahuje pouzZitim vhodnych materiali, povrchovych tprav, postupli
vyroby a stanovenim reZimil zachazeni s jednotlivymi ¢astmi zatizeni podle vynalezu.

Zpulsob a zarizeni podle vynalezu je mozné vyuZit nejen pro vzorky biologické povahy, ale pro

jakykoli termolabilni material, ktery je tfeba upravovat, napiiklad opatfovat obalem, pfi zajisténi
minimalni fluktuace teploty.

Objasnéni vykrestu

Na pfipojenych vyobrazenich jsou nakresy zafizeni podle vynalezu a vysledky testovani
vynalezu.

Obrazky ilustruji:

obr. 1 schematické znazornéni vyhodného provedeni zafizeni podle vynalezu,

obr. 2 schematické znazornéni chladice v¢. vzorkd a sekundarniho obalu,

obr. 3 schematické znazornéni chladice v podélném fezu v¢. vzorki a sekundarniho obalu,

obr. 4 diagram priibéhu teplot vzorkl pii utésnovani sekundarniho obalu za pouziti vynalezu a

bez jeho pouziti.

Priklady uskute¢néni vynalezu

Piiklad 1: Kultivace a mrazeni MSCs z kostni diené¢ (BM-MSCs)

Kultivace bunék byla provadéna pii teplot¢ 37 + 0,5 °C. V pribéhu kultivace bun¢k byla
provadéna priibézna vymeéna kompletniho kultivaéniho média s ptipadnym oplachem bunck
pomoci 10 ml pufru PBS na jednu ldhev o kultivaéni plose 75 cm? Dle mnozstvi rostoucich
bun¢k bylo provadeéno jejich pasazovani, tedy fizené enzymatické odlouceni adherujicich bun¢k a
jejich preneseni na vétsi kultivacni plochu. Optimalni pro rist kultury bylo dosazeni 80 az 90 %
pokryti bun¢k kultivacniho dna. Pro pasaZovani byl pouzit roztok enzymu TrypLE Select CTS.

Po trypsinizaci byla suspenze bunék promichana jemnym nasatim a vysatim z pipety a promyta
pufrem PBS a centrifugovana (230 g, 5 minut). Kone¢na peleta bunék byla resuspendovana v
pufru PBS a smichana v poméru 1:1 s vychlazenym roztokem obsahujicim 10 % objemovych
lidského sérového albuminu, 15 % objemovych DMSO a fyziologicky roztok. Takto pfipravena
smes byla fizené¢ zamrazena v kryozkumavkach Nunc™ (Thermo Fisher Scientific) o objemu
1,5ml pomoci zatizeni CoolCell® (Biocision) dle protokolu vyrobce. Obsah mrazenych
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kmenovych bunék byl zpravidla 5 x 10° az 1 x 10’ MSCs/ml. Pfi postupu mrazeni bunék byla
pfidana do kazdého zmrazeného vzorku 8 v primarnim obalu, do kryozkumavky, teplotni sonda
(termoclanek typu K) . Teplota vzorkil byla paralelné monitorovana pomoci dataloggeru TM—
947SD (Lutron). Vzorky 8 byly zamrazeny na teplotu —63 °C. Nasledné byly z mrazaku
pfeneseny a opatieny sekundarnim obalem 6 Cryoflex™ (Thermo Fisher Scientific) pfi bézné
teploté okoli (prab¢h 21 teploty vzorkl pfi utésnovani sekundarniho obalu bez pouziti vynalezu).
Druha skupina vzorkll byla opatfena sekundarnim obalem 6 za pouZiti pasivné chlazeného
kovového chladi¢e 2 dle vynalezu (pribéh 22 teploty vzorkl pii utésnovani sekundarniho obalu
za pouziti vynalezu).

Vysledek Sesti nezavislych méfeni pomoci Sesti sond je zachycen na obrazku 4. Tento diagram
zahrnuje tfi ¢erné kiivky (priibéh 22 teploty vzorkll) zobrazujici primémé hodnoty teplot uvnitt
vzork 8 pii aplikaci sekundarniho obalu 6 za pouziti vynalezu. Sedé kiivky (priibéh 21 teploty
vzorkil) zobrazuji primémé hodnoty teplot uvniti vzorkll 8 pti aplikaci sekundarniho obalu 6 bez
pouziti vynalezu.

Pro utésnovani sekundarniho obalu 6 pro uchovani zmrazenych vzorki 8 biologickych materiali
pfi provadéni vynalezeného zplsobu bylo vyvinuto zafizeni, které zahrnuje chladi¢ 2, v jehoz
télese je vytvorena alespon jedna chlazend plocha 3, uzplsobend pro uvedeni do styku a
pfidrzovani alespon jednoho sekundéarniho obalu 6 obsahujiciho zmrazeny vzorek 3 v primarnim
obalu, a dale zahrnuje ptipravek 5 pro vytvareni spoje 7 k utésnéni sekundarniho obalu 6.

Dvoudilny chladi¢ 2, ktery byl pouzit v tomto ptikladu provedeni vynalezu, mél celkové rozméry
250 x 60 x 50 mm (d x v x §) a byl vysoustruZzeny z ploché ocelové tyce tazené za studena
(EN 10278, uchylka h11, rozmér 50x30; Ferona). Velikost vysoustruZzenych otvor(i, chlazenych
ploch 3 pro uloZeni zmrazenych vzorkd 8 v primarnich obalech, v kryozkumavkach, chranénych
sekundarnim obalem 6, byla 15 mm.

Dvoudilny chladi¢ 2 podle ptikladu provedeni ma ¢tyfi chlazené plochy 3. Utésnéni
sekundarniho obalu 6 se provadi zatavenim obou konci sekundarniho obalu 6 v misté, kde neni
ve styku s chlazenou plochou 3, to znamena v mistech kde jsou po zataveni vytvoreny spoje 7 k
utésnéni sekundarniho obalu 6, jak je nejlépe vidét na obr. 3.

Pouziti chladi¢e 2 dle vynalezu pii aplikaci sekundarniho obalu 6 zamezilo prudkému nartstu
teploty uvniti vzorku 8. Naopak u vzorkd, kde vynalezu pouzito nebylo, doslo ke skokovému
narlstu teploty. Po opatfeni vzorkli 8 sekundarnim obalem 6 byly vSechny zmrazené vzorky 8
ulozeny do —196 °C (viz obrazek 4) .

Priklad 2: Porovnani kvality mrazenych bun¢k

Bunky byly ptipraveny dle piikladu 1 a mrazeny na teplotu —63 °C. Celkem bylo ptipraveno osm
vzorkl. Paralelné byly zamrazeny dva sety po Ctyfech zmrazenych vzorcich 8 v primarnich
obalech, ve zkumavkach. Jeden set vzorkli byl z mrazaku pienesen a jednotlivé vzorky 8
opatieny sekundarnim obalem 6 pii bézné teploté okoli (set A). Druhy set (set B) vzorki 8 byl
opatien sekundarnim obalem 6 za pouziti pasivné chlazeného kovového chladice 2 dle vynalezu.
Pravé opateni sekundarnim obalem 6 za pouziti chladice 2 dle vynalezu zamezilo prudkému
nariistu teploty uvnitt vzorku 8 (viz piiklad 1). Po opatieni vzorkl 8 sekundarnim obalem 6 byly
vSechny vzorky 8 uloZzeny do Dewarovy nadoby s tekutym dusikem o teploté —196 °C. Po
nejméné 48 hodinovém uskladnéni vzorkd pii konstantni teplot¢ —196 °C byly vzorky 8
rozmrazeny ve vodni lazni o teplot¢ 37 °C. Suspenze bunck byla dile analyzovana pomoci
pratokové cytometrie a také naslednou kultivaci bunék.

100 wl suspenze bunék bylo smichano s 5 pl propidium jodidu a kultivovano chranéné pred
svétlem po dobu 10 minut. Nasledn¢ byla smés analyzovana pomoci pritokového cytometru
FACSCanto II (Beckton Dickinson). Procento bunék, které jsou negativni pii barveni propidium
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jodidem, je vyjadieno v tabulce ¢. 1. Viabilita stanovena barvenim propidium jodidem odrazi
Zivotaschopnost jednotlivych bunék v suspenzi. Propidium jodid je latka, ktera neprostupuje
membranou zivych bunék. U poskozenych a nezivotaschopnych bunék se propidium jodid vaze
na DNA a bunky jsou vyhodnoceny jako pozitivni.

5
Tabulka ¢. 1, Zivotaschopnost rozmrazenych bun¢k
Sat & % zivych {prop;ld-mm jodid et B % Fivych {propidium jodid
negativnichj bunék . negativnich) bunék
TA,8 H { 3 i 87.1
i 76,7 i 8%,3
bt ! 77,8 HE 85,3
W 7 78,4 ; v 85,1
primér | ¥5,8 primér | 86,0
| smérodatnd
15 o sm ?\:3 nd. 08
3 cdchytka ’
10

Z uvedenych vysledkd vyplyva, Zze Zzivotaschopnost rozmrazenych buné¢k obsazenych ve vzorcich
8, které byly opatieny sekundarnim obalem 6 za pouziti vynalezu, je primérn¢ 0 9, 1 % vySsi nez
pfi Gpravé vzorkl 8 bez pouziti vynalezu (76,9 % vs. 86,0 %).

15 Vysledky z nasledné kultivace bunék po rozmrazeni vSech vzorki 8 jsou shrnuty v tabulce €. 2.

Tabulka ¢. 2, adherované bunky po rozmrazeni

48t 8 pocet adherovamech bundk Set B . potet adherovanych bunék
143000 i § 171000
i 143500 i, 144000
i 108500 1 Hi. é 146000
i\ 3 127300 W 153000
arfmér | 130875 L primdr 153500
| emdrodatng | _ | smérodatna .
5 N : 13837 ! . 10642
odefweika {1 odchytka B

20
Adherence na kultivacni plastik je zakladni vitalni vlastnosti pouzitych mesenchymalnich
kmenovych bunék. Po rozmrazZeni byla ¢ast suspenze testovanych bun¢k nasazena na kultivacni
lahve o plose 25 cm?. Po 24 hodinové kultivaci byla bunécna kultura enzymaticky odloucena a
suspenze bunék analyzovana automatickou pocitackou bunék Luna II™ (Logos Biosystems).

25 Vysledné pocty shrnuté v tabulce ¢. 2 ukazuji pfevahu mnozstvi adherentnich bunck
zamrazenych postupem vyuzivajicim vynalez (primérné o 22625 vice adherovanych bungk).
Tato metoda se shoduje s trendem méfeni uvedenym v tabulce €. 1.

Z uvedenych vysledkt vyplyva, Ze kvalita vzorkd 8 (viabilita a schopnost adherence nasledné
30 rozmrazenych bunék) je ptimo ovlivnéna zplisobem Upravy zmrazenych vzorkll 8. Popisovany
vynalez zvysil kvalitu vzorka 8 o pfiblizné 15 %.
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Pramyslova vyuzitelnost

Zplsob Upravy zmrazenych vzorkll podle vynalezu a popsané zafizeni na provadéni tohoto
zplisobu mohou byt vyuzity zejména tam, kde je vyZadovana trvale nizka teplota zmrazenych
vzorkil a kde, byt jen kratkd manipulace se vzorky napiiklad pii bézné teploté okoli, nebo pii
vyssich teplotach spojenych s Gpravou vzorkd, mize zplsobit vyznamné zhorSeni jeho kvality,
napfiklad snizeni nasledné viability bun¢k po rozmraZeni.

Predlozeny vynalez neni omezen na zde popsana konkrétni provedeni, ale mize byt vyuzit i k
jinym G¢el@im, v jinych odvétvich primyslu.

Zplsob a zafizeni podle vynalezu poskytuji levné, jednoduché, pro personal bezpecné a €inné
feSeni vySe popsaného technického problému.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob Gpravy zmrazenych vzorki (8) biologickych materiald pro dlouhodobé uchovani, pti
kterém se biologicky material uloZzeny v primarnim obalu zmrazuje a zmrazeny vzorek (8) v
primarnim obalu se poté opatiuje sekundarnim obalem (6), vyznadujici se tim, zZe zmrazeny
vzorek (8) v primarnim obalu se vlozi do sekundarniho obalu (6), ktery se nejméné polovinou své
vngjsi plochy uvede do styku s chlazenou plochou (3) télesa chladice (2) majici teplotu nizsi nez
je teplota okoli, provede se utésnéni sekundarniho obalu (6), a zmrazeny vzorek (8) v utésnéném
sekundarnim obalu (6) se odebere ze styku s chladi¢em (2).

2. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze sekundarni obal (6) je z termoplastického
materialu.

3. Zpusob podle naroku 2, vyznacujici se tim, Ze utésnéni sekundarniho obalu (6) se provadi
zatavenim.

4. Zpusob podle n¢kterého z predchazejicich narokd, vyznadujici se tim, zZe sekundarni obal
(6) ma tvar trubice, pfiCemz pii uvedeni do styku s chlazenou plochou (3) se nejméné polovinou
sveé délky uvede do styku s komplementarné vytvorenou chlazenou plochou (3).

5. Zpusob podle naroku 4, vyznacujici se tim, Ze utésnéni sekundarniho obalu (6) se provadi
zatavenim jednoho nebo obou konctli sekundarniho obalu (6) v misté nachazejicim se mimo styk s
chlazenou plochou (3).

6. Zpusob podle nékterého z predchazejicich narokl, vyznacujici se tim, Ze téleso chladice (2)
se ochlazuje na teplotu niZsi, nez je teplota okoli, pasivné, umisténim do prostiedi nizké teploty
po dobu dostatecnou k vychlazeni télesa chladice (2).

7. Zpulsob podle n¢kterého z narokil 1 az 5, vyznacujici se tim, Ze téleso chladice (2) se
ochlazuje na teplotu niZsi, nez je teplota okoli, aktivné, cirkulaci chladiciho média skrze kanalky
uvnitt télesa chladice (2).

8. Zplsob podle n€kterého z narokli 1 az 6, vyznacujici se tim, Ze predtim, nez se sekundarni
obal (6) uvede do styku s chlazenou plochou (3), se t€leso chladice (2) ochlazuje na teplotu nizsi
nez —-30 °C, s vyhodou na teplotu —60 az —80 °C.
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9. Zpusob podle n¢kterého z predchazejicich narokll, vyznacujici se tim, Ze pii utésiovani
sekundarniho obalu (6) je zmrazeny vzorek (8) se sekundarnim obalem (6) ptidrzovan pouze
chlazenou plochou (3) a po utésnéni sekundarniho obalu (6) se od chlazené plochy (3) uvolni.

10. Zaftizeni pro provadéni zplisobu podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze zahruje chladic¢ (2),
v jehoZ télese je vytvorena alespon jedna chlazena plocha (3), uzptisobena pro uvedeni do styku s
nejméné polovinou vnéjsi plochy alespon jednoho sekundarniho obalu (6) obsahujiciho zmrazeny
vzorek (8) v primarnim obalu a pro pridrZzovani tohoto sekundarniho obalu (6), a dale zahrmuje
ptipravek (5) pro vytvareni spoje (7) k utésnéni sekundarniho obalu (6).

11. Zatizeni podle naroku 10, vyznacujici se tim, Ze uvnitt télesa chladice (2) jsou kanalky pro
cirkulaci chladiciho média, pficemz zatizeni dale zahrnuje mrazici jednotku uspofadanou pro
chlazeni cirkulyjiciho chladiciho média.

12. Zaftizeni podle naroku 10, vyznacujici se tim, Ze chladi¢ (2) ma pasivné chlazené téleso
vytvorené z materialu schopného vychlazeni na teplotu nizsi nez —30 °C, s vyhodou na teplotu —
60 az —80 °C, s tepelnou kapacitou dostate¢nou pro uchovani chladu alespoi po dobu nezbytnou
k vytvoreni spoje (7) k utésnéni sekundarniho obalu (6).

13. Zarizeni podle nékterého z narokii 10 az 12, vyznacdujici se tim, ze téleso chladice (2)
zahrnuje jeden monoliticky blok opatfeny uvedenou alespon jednou chlazenou plochou (3), nebo
zahrnuje alesponl dva oddélitelné dily (4), mezi nimiz je uvedena alespon jedna chlazena plocha
(3) uzaviena.

14. Zatizeni podle naroku 13, vyznacujici se tim, Ze téleso chladice (2) zahrnuje dva oddélitelné
dily (4), které jsou oto¢n¢ nebo tvarove oddelitelné spojeny.

15. Zaftizeni podle naroku 13 nebo 14, vyznacujici se tim, Ze téleso chladice (2) zahrnuje dva
oddélitelné dily (4), mezi nimiZ je uzaviena vice neZ jedna chlazena plocha (3) komplementarné
uzplisobena pro vice nez jeden sekundarni obal (6) tvaru trubice obsahujici zmrazeny vzorek (8)
v kryozkumavce valcovitého tvaru.

16. Zatizeni podle naroku 13 nebo 14, vyznacujici se tim, Ze téleso chladice (2) zahrnuje dva
oddélitelné dily (4), mezi nimiZ je uzaviena vice neZ jedna chlazena plocha (3) komplementarné
uzpiisobena pro vice nez jeden sekundarni obal (6) tvaru trubice obsahujici zmrazeny vzorek (8)
v kryozkumavce konického tvaru.

17. Zatizeni podle n€kterého z narokt 10 aZ 16, vyznacujici se tim, Ze téleso chladice (2) je
vyrobeno z kovu nebo kovové slitiny, pfi¢emz vnéjsi povrch télesa chladice (2) je s vyhodou
potaZen ochrannym povlakem, s vyhodou plastem.

18. Zarizeni podle nékterého z narokti 10 az 17, vyznaéujici se tim, Ze pripravek (5) pro
vytvareni spoje (7) k utésnéni sekundarniho obalu (6) je tavici lista pro vytvareni spoj

zatavenim.

3 vykresy
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Seznam vztahovych znac¢ek

podstavec

chladi¢

chlazena plocha

oddélitelny dil

ptipravek pro vytvareni spoje sekundarniho obalu

sekundarni obal

spoj k utésnéni sekundarniho obalu

zmrazeny vzorek v primarnim obalu

prib¢h teploty vzorku pfi utésnovani sekundarniho obalu bez pouziti vynalezu
pribeh teploty vzorku pii utéstiovani sekundarniho obalu za pouziti vynalezu
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Obr. 2
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Obr. 4
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