AT 508 582 B1 2011-09-15

Gsterreichisches
patentamt

a0 AT 508 582 B1 2011-09-15

(12) Patentschrift

(21) Anmeldenummer: A 1026/2009 (51) Int. Cl. : AO1N 1/00 (2006.01)
(22) Anmeldetag: 01.07.2009 AO01N 3/00 (2006.01)
(45) Veroffentlicht am: 15.09.2011 GO1N 1/42 (2006.01)
(56) Entgegenhaltungen: (73) Patentinhaber:

AT 505427A1 WO 2007/120829A2
DE 10261625A1
WO 1997/026198A1

LEICA MIKROSYSTEME GMBH
A-1170 WIEN (AT)

(72) Erfinder:
LEUNISSEN JOHANNES
DUNEDIN (NZ)
WURZINGER PAUL
DEUTSCH-WAGRAM (AT)

VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG EINER IN EINEN PROBENBEHALT_ER EINGESCHLOSSENEN
WASSERHALTIGEN PROBE UND PROBENBEHALTER ZUR DURCHFUHRUNG DES VERFAHRENS

Ein Verfahren zur Herstellung einer in einen
Probenbehalter (1, 1a, 1b, 1¢) eingeschlossenen,
wasserhaltigen, gefrierkonservierten Probe, bei
welchem  zumindest Probenmaterial in  den
Probenbehalter  eingebracht, dieser  sodann
druckdicht verschlossen und anschlieBend mittels
eines Kryogens (8) in einer zeitlichen und o&rtlichen
Abfolge abgekihlt wird, wobei vorerst ein
Opferbereich (4) des Behélterinhaltes (2) und erst
danach der gesamte Behalterinhalt erstarrt. Ein
hierbei bevorzugt verwendbarer Probenbehalter (1a)
ist réhrchenférmig, an seinen beiden Enden
verschlossen und im Wesentlichen U-formig
ausgebildet.
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Beschreibung

[0001] Verfahren zur Herstellung einer in einen Probenbehalter eingeschlossenen wasserhalti-
gen Probe und Probenbehalter zur Durchfihrung des Verfahrens.

[0002] Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung einer wasserhaltigen, ge-
frierkonservierten Probe, bei welchem zumindest Probenmaterial in einen réhrchenférmigen
Probenbehalter eingebracht, dieser sodann druckdicht verschlossen und anschlieRend mittels
eines Kryogens abgekuhlt wird.

[0003] Ebenso bezieht sich die Erfindung auf einen Probenbehélter zur Durchfilhrung des
Verfahrens.

[0004] Ein Verfahren sowie eine Vorrichtung dieser Art sind aus der AT 505 427 A1 der Anmel-
derin bekannt geworden. Wie aus diesem Dokument hervorgeht, versucht man bei biologischen
Proben das Préparat unter Hochdruckbedingungen einzufrieren, wobei als Kryogen beispiels-
weise fllssiger Stickstoff verwendet wird. Da die Proben wasserhaltig sind ergibt sich wegen
der Ausdehnung des Wassers beim Gefrieren zu Eis ein betrachtlicher Druck, wenn die Probe
beim Abkuhlen eingeschlossen ist und deren Ausdehnung behindert wird. Dieser Druck ist, wie
ausfuhrlich in dem Dokument erldutert, erwiinscht, da man dadurch ein Hochdruckgefrieren
ohne hohen apparativen Aufwand und hohen Kuhimittelverbrauch erzielen kann. Angestrebt
wird mit dem bekannten Verfahren, dass das Wasser in der Probe eine Glasbildung oder zu-
mindest Mikrokristallbildung durchlauft - im Gegensatz zu bei Atmosphéarendruck gefrorenen
oder auch Schock gefrorenen Proben. Um bessere thermische Bedingungen des Gefriervor-
ganges zu erzielen kann der Probenbehdlter vor dem eigentlichen Gefriervorgang auch vorge-
kdhlt werden, zum Beispiel in einem Ethanol- oder Ethanol/Methanol-Gemisch, dessen Tempe-
ratur zwischen 273 und 251 K eingestellt ist. Der bevorzugte Wert liegt knapp oberhalb des
Temperaturtripelpunktes Wasser-Eis I;-Eis 11l (251K). Wenn die Probe sich im thermischen
Gleichgewicht befindet, wird sodann der eigentliche Gefriervorgang mittels eines Kryogens
durchgeflhrt.

[0005] Nach dem Gefriervorgang werden die Probenbehélter gedffnet oder zerschnitten und die
Probe enthommen und sodann einer weiteren Behandlung zugefihrt, beispielsweise einer
Kryo-Substitution bei Temperaturen typischerweise oberhalb 183K, beispielsweise bei minus
80°C bis -40°C mittels Aceton. Andererseits kdnnen die Proben auch mit einem Mikrotom be-
kannter Art geschnitten oder geschliffen werden.

[0006] Wenngleich das in dem oben genannten Dokument verdéffentlichte Verfahren eine we-
sentliche Verbesserung auf dem Gebiet der Gefrierkonservierung von biologischen Proben
bringt, hat sich gezeigt, dass beispielsweise bei Proberdhrchen, deren Enden durch Quetschen
verschlossen sind, bei den entstehenden hohen Dricken von Uber 2000 bar die Enden undicht
werden kénnen, wodurch die Probe unbrauchbar wird.

[0007] Erfahrungsgemaf kann die Rate dieser Undichtigkeit reduziert werden wenn die gesam-
te Probe mdglichst gleichzeitig abgekuhlt wird. Dazu wird das Probenréhrchen beispielsweise
wahrend des Eintauchens parallel zur Oberflache des Kryogens orientiert. In diesem Fall liegen
aber oft brauchbare, d. h. glasartig/mikrokristallin gefrorene, Probenbereiche inmitten von Pro-
benbereichen, die groRe Kristalle von hexagonalem Eis | aufweisen und daher unbrauchbar
sind. Es ist im Allgemeinen nicht vorhersehbar, welche Probenbereiche brauchbar und welche
unbrauchbar sind.

[0008] Es ist eine Aufgabe der Erfindung, das bekannte Verfahren bzw. die bekannten Vorrich-
tungen zur Durchfihrung des Verfahren dahingehend zu verbessern, dass der Druck wahrend
des Einfrierens mit Sicherheit aufrechterhalten wird und sich definierte brauchbare Bereiche der
Probe ergeben.

[0009] Die genannte Aufgabe wird mit einem Verfahren der eingangs genannten Art geldst, bei
welchen erfindungsgeman der Behélter zunachst an zumindest einem Ende mit dem Kryogen in
Kontakt gebracht und abgekuhlt wird, wodurch vorerst ein Opferbereich des Behélterinhaltes
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erstarrt und erst danach der restliche Behalterinhalt abgekuhlt wird.

[0010] Der grundlegende Gedanke der Erfindung besteht somit darin, den Probenbehélter mit
der Probe nicht so rasch wie méglich dadurch abzukihlen, dass sie komplett in ein Kryogen,
zum Beispiel flissigen Stickstoff getaucht oder geworfen wird, sondern dass man Uberlegt,
zunachst Bereiche des Behalters abzukuhlen, in welchen ein meist nicht genutzter ,Opferbe-
reich" des Behdlterinhaltes erstarrt, und erst dann das weitere Erstarren des gesamten Behal-
terinhaltes eintreten zu lassen.

[0011] An dieser Stelle sei auf die WO 2007/120829 A2 verwiesen, deren Lehre dahin geht,
dass ein dunnwandiges Kapillarréhrchen aus einem thermisch leitfahigen Wandmaterial ver-
wendet wird, um ein rasches Abkuhlen in einen glasférmigen Zustand der Probe ohne Kristalli-
sieren zu erreichen. Dieses Dokument offenbart jedoch keine zeitliche und értliche Abfolge des
AbkUhlens, bei welchem zunéchst ein Opferbereich des Behalterinhaltes und erst dann der
restliche Inhalt erstarren.

[0012] Ein Ziel des Verfahrens nach der DE 102 61 625 A1 ist es, den gesamten Behaélterinhalt
in guter Qualitat einzufrieren, wobei der Behélter zunachst in einem ersten Kuhimittelbereich
sehr tief abgekuhlt wird und daraufhin in einem zweiten, "warmeren" Kulhimittelbereich ein
vollstandiges Durchfrieren des Behalterinhaltes erfolgt. Ein gezieltes Abklhlen zunéchst eines
Opferbereiches und erst danach des gesamtes Behdlterinhaltes ist jedoch nicht geoffenbart.
Die DE 102 61 625 A1 fuhrt von dem Gedanken eines Opferbereichs véllig weg, da sie vielmehr
den gesamten Behalter gleichmafig abkihlen méchte. In beiden zuvor genannten Dokumenten
ist auch nicht die Problematik eines Abkihlens unter Druck behandelt, die letztlich zu der vor-
liegenden Erfindung gefihrt hat.

[0013] Eine zweckmaRige Mdbglichkeit zur zeitlich und rdumlich gesteuerten AbkuUhlung besteht
darin, dass ein réhrchenférmiger, an seinen beiden Enden verschlossener Probenbehélter, der
in einem Bereich zwischen seinen Enden ein Mittel aufweist, welches eine in Bezug auf thermi-
sche Leitfahigkeit reduzierte Kopplung zur Umgebung gewahrleistet, mittels eines Kryogens
abgekuhlt wird. Dabei kann das Mittel eine aulzen an dem Behaélter angebrachte Isolierung sein.

[0014] Es kann zweckmaRig sein, wenn vor dem VerschlieRen und Abkuhlen der Opferbereich
des Behalters mit einer sich beim Erstarren ausdehnenden Substanz beflllt wird, die zumindest
zum Teil aus Wasser besteht. Das Erstarren des Opferbereichs fihrt dann zu einem Druckan-
stieg in den vorerst noch nicht erstarrten Probenteilen, der die Ausbildung stérender Kristalle
wahrend des finalen Erstarrens der Probe verhindert.

[0015] Ein einfach gestalteter Probenbehalter zur Durchfihrung des Verfahrens zeichnet sich
dadurch aus, dass er réhrchenférmig, an seinen beiden Enden verschlossen und im Wesentli-
chen U-férmig ausgebildet ist.

[0016] Bei einer anderen zweckmaéafigen Variante des Probenbehélters kann vorgesehen sein,
dass er réhrchenférmig, an seinen beiden Enden verschlossen und in einem Bereich zwischen
seinen Enden mit einer Isolierung versehen ist.

[0017] Eine Isolierung im Nutzbereich ist auch einfach zu realisieren, wenn zumindest ein Teil
einer an dem Behalter angreifenden Haltevorrichtung als Isolierung ausgebildet ist.

[0018] Die Erfindung samt weiteren Vorteilen wird im Folgenden anhand beispielsweiser Aus-
flhrungsformen néher erldutert, die in der Zeichnung veranschaulicht sind. In dieser zeigen

[0019] Fig. 1 ein an beiden Enden zugequetschtes Probenréhrchen mit darin eingeschlosse-
nem Probenmaterial,

[0020] Fig. 2 ein Probenréhrchen wie nach Fig. 1, jedoch von einer Isolierung an seiner Au-
Renseite umgeben,

[0021] Fig. 3 ein U-férmig ausgebildetes Probenréhrchen beim Eintauchen in ein Kryogen,

[0022] Fig. 4 einen zweiteiligen verschraubbaren Probenbehélter mit einem verhaltnismagig
groen Opferbereich in einem Teil und dem eigentlichen Probenmaterial in dem

2/6



> Gsterreichisches AT 508 582 B1 2011-09-15
V patentamt

anderen Teil und

[0023] Fig. 5 gleichfalls einen zweiteiligen Behdalter, der in eine Spannvorrichtung eingespannt
ist.

[0024] Fig. 1 zeigt einen réhrchenférmigen Probenbehdlter 1, der beispielsweise fur Einzelzel-
len oder Kleinorganismen, wie Nematoden, dienen kann und aus einem Kapillarrohr geformt ist.
Eine beispielsweise Ausflhrungsform eines solchen Probenbehélters ist bei einem AufRen-
durchmesser von 0,6 mm und einem Innendurchmesser von 0,3 mm 16 mm lang. Nach Beful-
len des Probenbehélters mit einer wasserhaltigen biologischen Probe, welche dann den Behél-
terinhalt 2 bildet, wird der beispielsweise aus Kupfer bestehende Behalter an seinen Enden 3
fest verschlossen, z.B. Uber eine Lange von circa 1 mm mit einer Zange gequetscht.

[0025] Danach wird der Behéalter zundchst an seinen beiden Enden 3 abgekuhlt und sodann
wird auch der Rest des Behalters abgekulhlt, sodass der gesamte Behalterinhalt erstarrt. Es ist
klar, dass zufolge der Warmeleitfahigkeit der Behalterwandung hier keine klaren Ubergénge
vorliegen werden, doch erzielt man im vorliegenden Fall, insbesondere bei einem réhrchenfér-
migen Behalter 1 mit gequetschten Enden, den Vorteil, dass der Behalterinhalt in den Endbe-
reichen des Roéhrchens zuerst erstarrt. Wegen des frihzeitigen Erstarrens der Endbereiche
werden die Behélterenden nicht mehr aufplatzen, da sie durch das erstarrte Probenmaterial
geschutzt werden. Gleichzeitig bedingt die Erstarrung der Probenenden, die in diesem Fall als
Opferbereiche dienen, den gewlinschten Druckaufbau.

[0026] Jener Bereich (oder Bereiche) des Behéalterinhaltes, der zuerst erstarrt und der nicht
notwendigerweise Probenmaterial enthalten muss, was spater noch erlautert wird, wird im
Zusammenhang mit der Erfindung ,Opferbereich" genannt, da solche Bereiche im allgemeinen
nicht zur Probengewinnung verwendet werden. Bei einem Behdalter nach Fig. 1 werden bei-
spielsweise nach dem voélligen Gefrieren des Behélterinhalts 2 die beiden Endbereiche des
Behalters an den durch punktierte Linien angedeuteten Stellen weg geschnitten, sodass sich
zwei Opferbereiche 4 und ein Nutzbereich 5 ergeben. Der Nutzbereich enthélt jenes Probenma-
terial, das auf bekannte, oben bereits erlduterte Weise weiter verwendet wird.

[0027] Zur praktischen Durchflhrung des erfindungsgemafen Verfahrens bieten sich verschie-
dene Wege bzw. Behélterausgestaltungen an. Um beispielsweise zu ermdglichen, dass das
Gefrieren zuerst an den Enden eintritt, kann man das Verfahren dahingehend ausgestalten,
dass ein réhrchenférmiger, an seinen beiden Enden verschlossener Probenbehalter, in einem
Bereich zwischen seinen Enden ein Mittel aufweist, welches eine in Bezug auf thermische
Leitfahigkeit reduzierte Kopplung zur Umgebung gewahrleistet.

[0028] So zeigt Fig. 2 einen Behélter wie in Fig. 1 dargestellt, jedoch mit einer an seiner Au-
Renwandung aufgebrachten Isolierung 6 aus einem geeigneten Material, beispielsweise aus
Kunststoff. Ein solcher, wie nach Fig. 1 beflillter Behélter, kann dann als gesamter in ein Kryo-
gen eingetaucht werden, wobei wegen der Isolierung der Nutzbereich 5 erst nach den Opferbe-
reichen 4 erstarren wird.

[0029] Eine andere Mdglichkeit zur Realisierung der rdumlich und zeitlich gesteuerten AbkuUh-
lung kann darin bestehen, unterschiedliche Wandstéarken des Probenbehélters vorzusehen, d.h.
die Wandstarke um den Nutzbereich herum gréRer zu wahlen als um einen Opferbereich. Diese
Ausfuhrungsform wird besonders vorteilhaft mit einem Behaltermaterial mit geringer Warmeleit-
fahigkeit realisiert.

[0030] Eine Behalterform, die auf einfache, jedoch wirkungsvolle Weise die Durchfihrung des
erfindungsgemafRen Verfahrens begunstigt, ist in Fig. 3 ersichtlich. Hier ist ein Probenbehalter
1a réhrchenférmig und im Wesentlichen U-férmig gestaltet. Die Enden sind wie bei den Ausfiuh-
rungen nach Fig. 1 und 2 durch Zuquetschen verschlossen, wobei hier angemerkt sei, dass die
Enden selbstverstandlich auch auf andere Weise verschlossen werden kénnen, beispielsweise
durch geeignet geformte, z.B. konische Pfropfen. Zum Gefrieren wird der Behélter 1a, der bei-
spielsweise in seinem gebogenen Basisteil durch eine Haltevorrichtung 7 gehalten wird, in ein
mit einem Kryogen 8, z.B. flissigem Stickstoff gefllltes Dewargefal® 9 getaucht, und zwar, wie

3/6



> Gsterreichisches AT 508 582 B1 2011-09-15
V patentamt

dargestellt, zundchst mit den beiden Endebereichen 3 und erst danach vollstdndig unterge-
taucht. In den Endbereichen friert bzw. erstarrt der Behalterinhalt 2 naturgeman zuerst, wodurch
die Verschlussstellen abgedichtet werden und der Druckaufbau nicht zum Austreten von Behél-
terinhalt flhren kann.

[0031] In Zusammenhang mit der aus Fig. 3 ersichtlichen Haltevorrichtung 7 sei angemerkt,
dass ein den Behalter umgreifender Teil einer solchen Haltevorrichtung auch als Isolierung im
Sinne der Isolierung 6 nach Fig. 2 dienen kann.

[0032] Die im Rahmen der Erfindung verwendeten Behalter missen weder réhrchenférmig
noch einteilig ausgestaltet sein, was im Folgenden an Hand zweier weitere Ausfihrungsformen
erldutert werden soll.

[0033] Fig. 4 zeigt einen Behalter 1b, der aus zwei, mit einem Gewinde 10 versehenen Teilen
110, 11u besteht, die dichtend miteinander verschraubbar sind. Jeder der beiden Behalterteile
110, 11u besitzt einen Innenraum, wobei bei dem dargestellten Beispiel der in der Zeichnung
untere Behadlterteil 11u ein gréReres Volumen besitzt, als der obere Teil 110. An Hand des
Beispiels nach Fig. 4 soll eine Variante des erfindungsgemafRen Verfahrens erldutert werden,
bei welchem der Behadlterinhalt 2 nicht homogen aus Probenmaterial besteht. Vielmehr ist ein
Opferbereich 4, hier der Innenraum des unteren Behélterteils 11u, mit einer Substanz geflllt,
welche sich beim Erstarren signifikant ausdehnt, insbesondere mit einer zumindest zum Teil
aus Wasser bestehenden Substanz oder mit reinem Wasser. In dem vergleichsweise kleineren
Innenraum des oberen Behdlterteils 110, dem Nutzbereich 5, ist hingegen das eigentliche Pro-
benmaterial enthalten. Eine solche Variante stellt den erforderlichen Druckaufbau auch dann
sicher, wenn entweder nur wenig Probenmaterial vorhanden ist oder das Probenmaterial selbst
auf Grund seiner Eigenschaften nicht gentigend Druck aufbauen kann. Ein Behalter nach Fig. 4
kann im Einklang mit der Erfindung réaumlich und zeitlich gesteuert so abgekuhlt werden, dass
er mit dem Teil 11u, welcher den Opferbereich 4- und hier das Wasser od. dgl. - enthalt, zuerst
in ein Kryogen getaucht und erst danach vollstandig eingetaucht wird. Das sich zuerst beim
Erstarren ausdehnende Wasser oder eine andere geeignete Substanz Ubt dadurch den er-
wunschten Druck auf das eigentliche Probenmaterial bereits vor dessen Erstarren aus, sodass
dieses die eingangs behandelte erwiinschte Struktur erhalt.

[0034] Bei Abwandlungen eines zweiteiligen Behélters kann auch vorgesehen sein, dass der
gesamte Innenraum in einem der beiden Behalterteile ausgebildet ist und der andere Behélter-
teil lediglich einen Deckel darstellt.

[0035] In Fig. 5 ist ein gleichfalls zweiteiliger Behdlter 1c gezeigt, dessen beiden Teile 120, 12u
jedoch nicht verschraubt sonder lediglich aufeinander gelegt sind. Um ein Abdichten des ge-
samten, aus einem oberen Nutzbereich 5 und einem unteren Opferbereich 4 bestehenden
Behalterinhaltes auch bei Druckaufbau im Behélterinneren sicher zu stellen, wird der Behélter in
einer Spannvorrichtung eingespannt. Eine solche Spannvorrichtung 13 kann im Prinzip beliebig
ausgestaltet sein, wobei in dem Beispiel nach Fig. 5 zwei um eine Achse 14 verschwenkbare
Arme 150, 15u vorgesehen sind, die mittels einer Spannschraube 16, die Uber ein Gewinde 17
mit dem in der Zeichnung unteren Arm 17 zusammenwirkt, mit ihren freien Enden die beiden
Behalterteile 120, 12u dichtend gegeneinander pressen.

[0036] Bei dem Behélter 1c nach Fig. 5 ist eine ahnliche Aufteilung von Opferbereich 4 und
Nutzbereich 5 gegeben, wie bei dem Behdlter 1b nach Fig.4 und auch das Abklhlen erfolgt
sinngeman wie im Zusammenhang mit Fig. 4 beschrieben.

LISTE DER BEZUGSZEICHEN

auch 1a, 1b, 1c, Behaélter
Behalterinhalt

Enden

Opferbereich
Nutzbereich

A OON -
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Isolierung
Haltevorrichtung
Kryogen
Dewargefa®

10 Gewinde

110 Behaélterteil

11u Behaélterteil

120 Behélterteil

12u Behélterteil

©O©oo~N®

13 Spannvorrichtung
14 Achse

150 Arm

15u Arm

16 Spannschraube

17 Gewinde
Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung einer wasserhaltigen, gefrierkonservierten Probe, bei welchem
zumindest Probenmaterial in einen réhrchenférmigen Probenbehalter (1, 1a, 1b, 1¢) einge-
bracht, dieser sodann druckdicht verschlossen und anschlieRend mittels eines Kryogens
(8) abgekuhlt wird, dadurch gekennzeichnet, dass der Behélter (1, 1a) zunachst an zu-
mindest einem Ende mit dem Kryogen (8) in Kontakt gebracht und abgekuhlt wird, wodurch
vorerst ein Opferbereich (4) des Behélterinhaltes (2) erstarrt und erst danach der restliche
Behalterinhalt abgekuhlt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der réhrchenférmige, an
seinen beiden Enden verschlossene Probenbehélter (1), der in einem Bereich zwischen
seinen Enden ein thermisches Isoliermittel (6) aufweist, welches eine in Bezug auf thermi-
sche Leitfahigkeit reduzierte Kopplung zur Umgebung gewahrleistet, mittels des Kryogens
abgekuhlt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass das Mittel eine auRen an
dem Behaélter angebrachte Isolierung (6) ist.

4. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass vor dem
VerschlieRen und Abkuhlen der Opferbereich (4) des Behdlters (1, 1a) mit einer sich beim
Erstarren ausdehnenden Substanz beflllt wird, die zumindest zum Teil aus Wasser be-
steht.

5.  Probenbehalter (1a) zur Durchflhrung des Verfahrens nach einem der Ansprlche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dass er réhrchenférmig, an seinen beiden Enden verschlossen
und im Wesentlichen U-férmig ausgebildet ist.

6. Probenbehalter (1) zur Durchfihrung des Verfahrens nach einem der Anspriche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dass er réhrchenférmig, an seinen beiden Enden verschlossen
und in einem Bereich zwischen seinen Enden mit einer Isolierung (6) versehen ist.

7. Probenbehélter (1a) zur Durchfihrung des Verfahrens nach Anspruch 6, dadurch ge-
kennzeichnet, dass zumindest ein Teil einer an dem Behélter (1a) angreifenden Haltevor-
richtung (7) als Isolierung ausgebildet ist.

Hierzu 1 Blatt Zeichnungen.
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