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Zusammenfassung:

Vorrichtung (1) zur Gefrier- oder Tieftemperatursubstitution,
mit einer in eine Kihlkammer (4) einsetzbaren Halterung (3) zur
Anordnung eines Probentragers (5) fiir eine biologische Probe und
mit einer Schiittelvorrichtung (8) zum Schiitteln des Probentra-
gers (5), wobei die Schiittelvorrichtung (8) ein aulerhalb der
Kihlkammer (4) vorgesehenes Magnetelement (9) aufweist, welches
mit einem innerhalb der Kihlkammer (4) vorgesehenen Magnetele-
ment (10) an dem Probentrager (5) zusammenwirkt, um den Proben-

trager (5) in eine Schiittelbewegung zu versetzen.

(Fig. 1)
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Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Gefrier- oder Tief-
temperatursubstitution, mit einer in eine Kihlkammer einsetzba-
ren Halterung zur Anordnung eines Probentridgers fiir eine biolo-
gische Probe und mit einer Schiittelvorrichtung zum Schiitteln des

Probentragers.

Weiters betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Gefrier- oder
Tieftemperatursubstitution, wobei ein Probentrager fiir eine bio-
logische Probe in einer Kihlkammer angeordnet wird, wobei der

Probentradger mit einer Schiittelvorrichtung geschiittelt wird.

Derartige Vorrichtungen zur automatischen Gefrier- bzw. Kryosub-
stitution (, freeze substitution“) von biologischen Proben sind
im Stand der Technik seit langem bekannt, um die Ergebnisse von
elektronenmikroskopischen Untersuchungen zu verbessern (vgl.
beispielsweise DE 10 2004 046 762 B4). Bei dieser Technik wird
Ublicherweise ein Dewar-Gefal verwendet, welches mit fliissigem
Stickstoff gefillt ist. Der Dewarhals weist eine Kammer auf, die
auf eine bestimmte Temperatur gekiihlt wird. Die gewilinschte Tem-
peratureinstellung erfolgt iber einen Regelkreis und eingebaute
Heizelemente. Der Substitutionsprozess beginnt beim Stand der
Technik bei etwa —-90°C. Die gefrorene Probe wird in die Kammer
transferiert, wozu verschiedene Behalter vorgesehen sein kdnnen,
mit denen die Proben in ein Substitutionsmittel, iUblicherweise
Aceton oder Methanol, getaucht werden. Bei dieser tiefen Tempe-
ratur erfolgt der langsame Prozess der Substitution, in dem das
gefrorene Wasser der Probe durch das Losungsmittel ersetzt wird,
ohne dass es zu Rekristallisationen kommt.

Nachteilig an den bekannten Gefriersubstitutionsanlagen ist je-
doch die lange Zeitdauer, welche fiir die Gefriersubstitution be-

notigt wird.

Dieses Problem wurde bereits zum Gegenstand wissenschaftlicher
Untersuchungen gemacht. In dem Artikel ,Freeze Substitution in 3
hours or less™, K.L. McDhonald et al., Journal of Microscopy,
Vol. 243, Pt3 2011, pp. 227-233, wird vorgeschlagen, die Platt-
form fliir den Probenaufnahmebehdlter mit einer Rittelvorrichtung
auszustatten, um die Probe wadhrend der Gefriersubstitution in

eine Rittelbewegung zu versetzen. Es hat sich herausgestellt,
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dass mit dieser einfachen MaBnahme die Zeitspanne fiir die Ge-

friersubstitution wesentlich verringern werden kann.

Die Vorrichtung von McDonald et al. ist jedoch fir eine Verwen-
dung mit den eingangs beschriebenen automatischen Substitutions-
vorrichtungen nicht geeignet. Beispielsweise lielle sich die Rit-
telvorrichtung (in Form eines Laborschiittlers) fiir die Plattform
nicht in das Dewar-Gefdl integrieren, welches bei den automati-
schen Substitutionsvorrichtungen anstelle des von McDonald et
al. verwendeten Trockeneisbehdlters vorgesehen wird. Zudem hat
die Anordnung von McDonald et al. den Nachteil, dass die Bewe-
gung der Probenbehadlter in vertikaler Richtung realisiert wird.
Dies birgt Risiken bei der Verwendung toxischer Zusdtze zu den
Substitionsmitteln, wie Osmiumtetroxide (beispielsweise durch
eine Kontamination der Deckel der Reaktionsgefale bzw. undichten
Verschluss der Probenbehéalter).

Demnach besteht die Aufgabe der vorliegenden Erfindung darin,
die Nachteile des Standes der Technik zu beseitigen bzw. zumin-
dest zu lindern. Die Erfindung setzt sich daher insbesondere zum
Ziel, eine Vorrichtung und ein Verfahren, wie eingangs angege-
ben, zu schaffen, welches in Verbindung mit bekannten automati-
schen Substitutionsvorrichtungen verwendet werden kann, um bio-
logische Proben bei der Gefriersubstitution einer Schiittelbewe-
gung auszusetzen, mit welcher die Zeitspanne fir die Gefriersub-

stitution verringert werden kann.

Zur Losung dieser Aufgabe sind eine Vorrichtung mit den Merkma-
len von Anspruch 1 und ein Verfahren mit den Merkmalen von An-

spruch 19 vorgesehen.

Erfindungsgemall weist die Schiittelvorrichtung ein aulerhalb der
Kihlkammer vorgesehenes Magnetelement auf, welches mit einem in-
nerhalb der Kihlkammer vorgesehenen Magnetelement an dem Proben-
trdger zusammenwirkt, um den Probentrdger in eine Schittelbewe-

gung zu versetzen.

Demnach erfolgt die Anregung der biologischen Probe wahrend der
Gefriersubstitution iUber eine verdnderliche magnetische Wechsel-

wirkung zwischen einem Magnetelement der Schiittelvorrichtung au-
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Berhalb der Kihlkammer und einem Magnetelement an dem Probentra-
ger innerhalb der Kihlkammer. Durch die verdnderliche magneti-
sche Wechselwirkung wird der beweglich gelagerte Probentrdger in
eine Schiittel- bzw. Riittelbewegung versetzt, mit welcher die Ge-
friersubstitution, d.h. der Austausch des gefrorenen Probenwas-
sers durch ein L&sungsmittel wie Aceton, deutlich beschleunigt
wird. Die erfindungsgemale Schiittelvorrichtung hat insbesondere
den Vorteil, dass die Schiittelbewegung mittels der Magnetelemen-
te in dem Probentrager aulerhalb der Kihlkammer berthrungslos
angeregt werden kann. Dadurch kann die Kihlkammer wie bei her-
kommlichen Gefriersubstitutionsgerdten einfach ausgestaltet
sein, wobei insbesondere eine Verwendung mit einem Dewar-Gefal
ermdglicht wird. Besonders vorteilhaft ist es, dass die erfin-
dungsgemale Schiittelvorrichtung bei bestehenden automatischen
Gefriersubstitutionsgerdten ohne Veranderung der Kiihlkammer

nachgeristet werden kann.

Gemal einer ersten bevorzugten Ausfithrung ist ein Antrieb zur
Erzeugung einer Relativbewegung zwischen dem Magnetelement au-
Rerhalb der Kihlkammer und dem Magnetelement an dem Probentréager
innerhalb der Kihlkammer vorgesehen. Vorteilhafterweise bewirkt
die Relativbewegung eine veradnderliche Magnetkraft zwischen dem
Magnetelement aullerhalb der Kihlkammer und dem Magnetelement an
dem Probentrédger, wobei diese Relativbewegung in eine Schiittel-
bewegung des Probentrdgers umgewandelt wird. Zu diesem Zweck ist
es ginstig, wenn der Probentrdager an einer Lagereinrichtung der
insbesondere wannen- bzw. beckenfdérmigen Halterung beweglich ge-
lagert ist, so dass die veranderliche Magnetwirkung aufgrund der
Relativbewegung eine Schiittelbewegung an dem Probentrager be-
wirkt. Diese Ausfihrung ist vorteilhafterweise konstruktiv ein-

fach und zuverlédssig.

Gemal einer alternativen bevorzugten Ausfithrung ist das Magne-
telement auBerhalb der Kihlkammer mit einer Stromquelle zur Er-
zeugung eines veranderlichen Magnetfeldes verbunden. Bei dieser
Ausfiihrung kann daher das Magnetelement der Schiittelvorrichtung,
beispielsweise eine Magnetspule, stationdar angeordnet sein, wo-
bei das Magnetfeld mit Hilfe der Stromquelle veranderlich ist.
Aufgrund des veradnderlichen Magnetfeldes kann der Probentrager

in Schiittelbewegung versetzt werden.

4/18



4

Um eine Schiittelbewegung des Probentragers durch ein veradnderli-
ches Magnetfeld zwischen den Magnetelementen hervorzurufen, ist
es glinstig, wenn das Magnetelement aulerhalb der Kihlkammer an
einer Magnethalterung vorgesehen ist, welche mit dem Antrieb zur
Erzeugung der Relativbewegung zwischen den Magnetelementen ver-
bunden ist. Demnach ist der Antrieb aulRerhalb der Kihlkammer mit
der Magnethalterung, an welcher das Magnetelement montiert ist,
verbunden, um die Magnethalterung in Bewegung zu versetzen und
dadurch ein veranderliches Magnetfeld zu erzeugen. Vorteilhaf-
terweise kann somit eine beriihrungslose Kraftibertragung auf den
Probentrdger innerhalb der Kihlkammer erzielt werden, mit wel-
cher die Schiittelbewegung zur Beschleunigung der Kryosubstituti-
on erzeugt wird. Somit werden vorteilhafterweise keine Strom-
durchfiihrungen in die Kihlkammer bendtigt, welche anderenfalls
extremen Temperaturschwankungen ausgesetzt wadren und die Tempe-
raturverteilung in der Kihlkammer negativ beeinflussen kdnnten.
Als Antrieb koénnen verschiedene im Stand der Technik ibliche Mo-

toren, beispielsweise Gleichstrommotoren, verwendet werden.

Besonders bevorzugt ist eine Ausfihrung, bei welcher die Magnet-
halterung der Schiittelvorrichtung mit einem Drehantrieb zur
drehbaren Lagerung der Magnethalterung verbunden ist. Demnach
wird die Magnethalterung mittels des Drehantriebs in Drehung
versetzt, wodurch das Magnetelement an der Magnethalterung ent-
lang einer kreisfdormigen Bahn gefithrt wird. Somit wird das Mag-
netelement an der Magnethalterung insbesondere periodisch an dem
Magnetelement des Probentragers vorbeigefiihrt, wobei der Proben-
trdger durch die magnetische Wechselwirkung zwischen den Magne-
telementen in die gewilinschte Schiittel- bzw. Rittelbewegung ver-
setzt wird. Bevorzugt ist die Magnethalterung an einer vertika-
len Drehachse gelagert, so dass das Magnetelement in einer hori-
zontalen Ebene rotierbar ist. Bevorzugt sind die Magnetelemente
bei jeder Umdrehung der Magnethalterung in einer Anregungsstel-
lung ibereinander angeordnet. Wenn das an der Magnethalterung
vorgesehene Magnetelement in der Anregungsstellung das entspre-
chende Magnetelement an dem Probentrdger passiert, wird der Pro-
bentrager durch die anziehende bzw. abstolende Wirkung zwischen
den Magnetelementen abrupt angeregt. Danach schwillt die Bewe-
gung des Probentragers allmahlich ab, bevor der nadchste Durch-

gang des Magnetelements an der Magnethalterung die Schiittelbewe-
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gung wieder anregt. Diese Ausfiihrung hat daher insbesondere den
Vorteil, dass selbst mit einer periodischen Drehbewegung der
Magnethalterung eine unregelmdBige Schiittelbewegung des Proben-
tragers erzeugt werden kann. In der Praxis hat sich gezeigt,
dass die Gefriersubstitution aufgrund der unregelmaBigen Anre-
gung des Probentragers wesentlich rascher durchgefithrt werden

kann.

Besonders bevorzugt ist die Verwendung eines Drehantriebs mit
variabler Drehzahl, welcher an die Bedirfnisse des Substitions-
prozesses sowie nachfolgender Prozessschritte, wie die Erwarmung
und Infiltration der Proben mit Kunstharz, angepasst werden

kann.

Um die Schiittelbewegung des Probentrdgers periodisch anzustolien,
ist es von Vorteil, wenn das Magnetelement an einem freien End-
bereich der Magnethalterung vorgesehen ist, wobei bevorzugt je
ein Magnetelement an gegeniberliegenden Endbereichen der Magnet-
halterung vorgesehen ist. Je nach Ausfihrung kann die Magnethal-
terung auch mehr als zwei Endbereiche mit Magnetelementen auf-
weisen, um die Frequenz der Anregung des Probentrdgers zu erho-
hen. Beigspielsweise kann die Magnethalterung zwei kreuzfdrmig
angeordnete Halteplatten aufweisen, welche an den Enden jeweils

mit einem Magnetelement versehen sind.

Um die biologische Probe in dem Probentrager in Schwingung zu
versetzen, ist es giinstig, wenn der Probentrdger mittels einer
Lagerachse verschwenkbar an einer Lagereinrichtung gelagert ist.
Vorzugsweise wird eine Kreisbewegung der Magnethalterung auler-
halb der Kihlkammer in eine Kippbewegung des Probentrdagers um
die Lagerachse an der Lagereinrichtung der Halterung umgewan-
delt. Die Bedienung der Vorrichtung kann besonders einfach ge-
staltet werden, wenn die Lagereinrichtung zumindest eine nutfdor-
mige Vertiefung zum Auflegen der Lagerachse fir den Probentrager
aufweist. Demnach kann der Probentradger iUber die Lagerachse auf
der nutfdérmigen Vertiefung der Lagereinrichtung abgelegt werden.
Vorteilhafterweise kann der einzelne Probentrager somit beson-
ders einfach aus der Halterung genommen werden. Vorzugsweise
sind gegeniiberliegende Endabschnitte der Lagerachse in entspre-

chenden nutfdérmigen Vertiefungen der Lagereinrichtung angeord-
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Die Lagerachse kann im Wesentlichen verschleiRfrei und mit ge-
ringer Reibung gelagert sein, wobei zu diesem Zweck bevorzugt
eine Rolllagerung oder eine Messerlagerung vorgesehen ist. Damit
die Lagerachse an der nutfdrmigen Vertiefung der Lagereinrich-
tung abrollen kann, ist es glinstig, wenn die nutfdérmige Vertie-
fung breiter als der Durchmesser der Lagerachse ist. Diese Aus-
fihrung zeichnet sich durch geringen konstruktiven Aufwand und

geringen Verschleill aus.

Zur Gefriersubstitution mehrerer biologischer Proben ist es
ginstig, wenn die Lagereinrichtung mehrere, vorzugsweise entlang
einer kreisfOormigen Lagerfldche angeordnete, nutfdrmige Vertie-
fungen flir die Lagerachsen mehrerer Probentriager aufweist. Dem-
nach konnen mehrere Probentrager platzsparend in der Kihlkammer
angeordnet werden, wobei die Auflage auf den nutfdrmigen Vertie-
fungen eine unkomplizierte Entnahme einzelner Probentrager er-

moéglicht.

Bei dieser Ausfiithrung ist es zudem glnstig, wenn die Lagerein-
richtung ein in einem Zentralbereich der Halterung angeordnetes
inneres Lagerelement mit nutfdrmigen Vertiefungen fir die einen
Enden der Lagerachsen der Probentrager und ein am Umfang der
Halterung angeordnetes adulBeres Lagerelement mit nutfdrmigen Ver-
tiefungen fir die anderen Enden der Lagerachsen der Probentrager
aufweist. Demnach kodnnen die Probentrdger sternfdrmig zwischen
dem inneren Lagerelement und dem &duleren Lagerelement angeordnet
werden. Dadurch kann vorteilhafterweise eine grolle Anzahl wvon
Probentragern bei geringem Platzbedarf in der Kihlkammer plat-
ziert werden. Das Funktionsprinzip ist auch dann gewdhrleistet,
wenn nicht alle Probentragerpositionen entlang der kreisfdrmigen
Lagerflache besetzt sind. Bei Bedarf kann auf diese Weise Platz
zum Vorkithlen von Austauschmedien und zur Probenmanipulation in-

nerhalb der Kihlkammer geschaffen werden.

Um die Halterung aus einer Kihleinrichtung, insbesondere aus ei-
nem Dewar-Gefal heben zu kdnnen, ist es vorteilhaft, wenn das
innere Lagerelement ein Halteelement zum Anheben der Halterung

aufweist. Als Halteelement kann beispielsweise eine senkrecht
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vom inneren Lagerelement hochstehende Haltestange vorgesehen

sein.

Um hohe Kippmomente an dem Probentrdger vorzusehen, ist es gins-
tig, wenn der Probentrdager ein im Ruhezustand insbesondere im
Wesentlichen vertikal angeordnetes Stangenelement aufweist, an
welchem das Magnetelement vorgesehen ist. Das Stangenelement ist
daher als Hebelarm ausgebildet, an welchem die Magnetkraft zwi-
schen den Magnetelementen angreift. Vorteilhafterweise kann so
die Kraftiibertragung auf den Probentradger verbessert werden.
Durch die Wechselwirkung der Magnetelemente wird das Stangenele-
ment und damit der Aufnahmebehdlter fiir die biologische Probe in
eine Kippbewegung beziiglich dem im Wesentlichen vertikalen Ruhe-

zustand versetzt.

Um den Probentrdger in die Ruhe- bzw. Ausgangsstellung rickzu-
fithren, ist es vorteilhaft, wenn der Probentriger beziiglich der
Lagerachse gegeniiberliegend des Magnetelements ein Gewichtele-
ment aufweist. Demnach wirkt das Gewichtelement als Gegengewicht
flir das Magnetelement, so dass der Probentrdger mit einer ab-
klingenden Kippbewegung in den Ruhezustand zurickkehrt, wenn die

magnetische Wechselwirkung zwischen den Magnetelementen aufhort.

Zur stabilen Anordnung der Schiittelvorrichtung an der Halterung
ist es vorteilhaft, wenn die Schiittelvorrichtung ein insbesonde-
re ein transparentes Sichtfenster aufweisendes Montageelement
zur losbaren Verbindung mit einer insbesondere ein weiteres
transparentes Sichtfenster aufweisenden Abdeckung der Kihlkammer
aufweist, wobei an dem Montageelement bevorzugt eine umlaufende
Haltenut zum Aufsetzen auf die Abdeckung der Kihlkammer vorgese-
hen ist. Demnach kann das Montageelement, beispielsweise eine
Platte, insbesondere aus durchsichtigem Material, auf die Abde-
ckung der Kihlkammer aufgesetzt werden, welche bei bekannten Ge-
friersubstitutionsanlagen bereits vorhanden ist. Vorzugsweise
ist die Magnethalterung mit dem Magnetelement in dieser Stellung
zwischen dem Montageelement und der Abdeckung der Kihlkammer an-
geordnet. Die transparente Ausfithrung sowohl der Abdeckung der
Kiihlkammer als auch des Montageelementes ermdglicht die Beobach-

tung des Probentragers wahrend des gesamten Prozesses.
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GemdlR einer bevorzugten Ausfiihrung weist das Magnetelement an
der Magnethalterung einen Magneten, insbesondere einen Perma-
nentmagneten, und das Magnetelement an dem Probentrdger ein Ele-
ment aus einem magnetisierbaren Material aufweist. Selbstver-
stédndlich kann auch die Magnethalterung ein Element aus einem
magnetisierbaren Material und der Probentrdger einen Magneten
aufweisen. Zudem kénnen sowohl die Magnethalterung als auch der
Probentrdger Magnete aufweisen. In einer vorteilhaften Ausfiih-
rung weist das Element aus magnetisierbarem Material eine Eisen-

mutter auf.

Wie bei herkdmmlichen Anlagen zur Gefriersubstitution iblich,
ist die Halterung vorzugsweise in der Kihlkammer eines Gefalles,
insbesondere eines Dewar-GefdBes, angeordnet. Das Dewar-Gefal
kann fllissigen Stickstoff enthalten, mit welchem die Kihlkammer
auf den fir die Gefriersubstitution erforderlichen Temperaturen
gehalten werden kann. Bevorzugt ist die Halterung mit der Kihl-
kammer im Flaschenhals des Dewar-Gefales angeordnet. Zum besse-
ren Kaltekontakt kann die Kadltekammer mit dem darin befindlichen
Probentradger mit Ethanol aufgefiillt werden, so dass der Proben-

aufnahmebehdlter partiell in gekiihltes Ethanol eintaucht.

Bei dem erfindungsgemallen Verfahren wirkt ein auBerhalb der
Kihlkammer vorgesehenes Magnetelement mit einem innerhalb der
Kihlkammer vorgesehenen Magnetelement an dem Probentrager zusam-
men, um den Probentrdger in eine Schiittelbewegung zu versetzen.
Die Vorteile und technischen Effekte dieses Verfahrens wurden
bereits vorstehend in Verbindung mit der Vorrichtung beschrie-

ben, so dass auf diese Ausfihrungen verwiesen werden kann.

Besonders bevorzugt ist es, wenn das Schiitteln der Probe mit den
Magnetelementen als Verfahrensschritt in einem automatisierten
Gefriersubstitutionsverfahren durchgefihrt wird, bei dem der
Probenaufnahmebehdlter mit der Probe allein oder zusammen mit
dem Probentrdger fiir den Medienwechsel automatisch entnommen und
flir die Fortsetzung des Prozesses wieder in den Probentrager

bzw. in die Probenhalterung zuriickgefihrt wird.

Bei Testversuchen hat sich Uberraschend als vorteilhaft heraus-

gestellt, dass die Gefriersubstitution beschleunigt werden kann,
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wenn der Probentrdger durch das Zusammenwirken der Magnetelemen-
te in eine aperiodische Schiittelbewegung versetzt wird. Die be-
schleunigte Substitution wirkt vorteilhafterweise dem zeitlichen
Rekristallisationsprozess entgegen, so dass Substitionen auch
bei hdheren Temperaturen, beispielsweise bei Temperaturen von
-60° Celsius bis -70° Celsius, durchgefiihrt werden koénnen. Die
unregelmalige Schiittelbewegung kann beispielsweise dadurch er-
zielt werden, dass mit einem rotierenden Magnetelement auBerhalb
der Kihlkammer der Probentrager innerhalb der Kihlkammer perio-

disch angeregt wird.

Die Erfindung wird nachstehend anhand eines bevorzugten Ausfih-
rungsbeispiels, auf das sie jedoch nicht beschrankt sein soll,

noch weiter erlautert. In der Zeichnung zeigt:

Fig. 1 schematisch eine Schnittansicht einer erfindungsgeméafBen
Vorrichtung zur Gefrier- bzw. Tieftemperatursubstitution einer
biologischen Probe, bei welcher ein auBerhalb der Kihlkammer
vorgesehenes Magnetelement mit einem innerhalb der Kihlkammer
vorgesehenen Magnetelement an einem die Probe enthaltenden Pro-
bentrager zusammenwirkt, um den Probentrdger in eine Schiittelbe-

wegung zu versetzen;

Fig. 2 schematisch eine schaubildliche Ansicht der Vorrichtung
gemdl Fig. 1 bei abgenommenem Deckelelement, wobei die ver-
schwenkbare Anordnung mehrerer Probentrdager in der Kithlkammer

ersichtlich ist;

Fig. 3 schematisch eine Ansicht des Probentriagers gemal Fig. 1,
2.

Fig. 1 zeigt eine Vorrichtung 1 zur Gefrier- oder Tieftempera-
tursubstitution. Die Vorrichtung 1 weist ein mit fliissigem
Stickstoff befiillbares Dewar-Gefal 2 auf, welches im Stand der
Technik hinlanglich bekannt ist und daher nur schematisch ange-
deutet ist. Im Halsbereich des Dewar-GefaRes 2 ist eine wannen-
formige Halterung 3 mit einem Boden 3' und einem umlaufenden
Mantel herausnehmbar angeordnet. Die Halterung 3, in welcher ein
oder mehrere Probentridger 5 angeordnet sind, befindet sich in

einer Kihlkammer 4. Der Probentrager 5 weist ein Tragelement 6
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auf, in welchem ein Probenaufnahmebehdlter 7 fir eine biologi-
sche Probe loésbar angeordnet ist. In der Halterung 3 konnen ins-
besondere mehrere solcher Probentrdger 5 angeordnet werden. Bei
der Gefriersubstitution wird das gefrorene Probenwasser der Pro-
be im Probenaufnahmebehdlter 7 bei Substitutionstemperaturen

durch ein L&sungsmittel, wie Aceton, ersetzt.

Wie aus Fig. 1 weiters ersichtlich, weist die Vorrichtung 1 zu-
dem eine Schiittelvorrichtung 8 zum Schiitteln des Probentragers 5
wahrend der Gefriersubstitution auf. In der gezeigten Ausfiihrung
weist die Schiittelvorrichtung 8 aulerhalb der Kihlkammer 4 ange-
ordnete Magnetelemente 9 auf, welche mit innerhalb der Kihlkam-
mer 4 angeordneten Magnetelementen 10 an dem Probentrager 5 zu-
sammenwirken, um den Probentrdger 5 in eine Schiittelbewegung zu
versetzen. Zu diesem Zweck ist ein Antrieb 11 zur Erzeugung ei-
ner Relativbewegung zwischen den Magnetelementen 9 auRerhalb der
Kihlkammer 4 und den Magnetelementen 10 an dem Probentrager 5
innerhalb der Kihlkammer 4 vorgesehen. Die Magnetelemente 9 sind
an den Enden einer Magnethalterung 12 vorgesehen, welche mit dem
Antrieb 11 zur Erzeugung der Relativbewegung zwischen den Magne-
telementen gekoppelt ist. In der gezeigten Ausfihrung weist das
Magnetelement 9 auBerhalb der Kihlkammer 4 einen Magneten 9',
insbesondere einen Permanentmagneten, und das Magnetelement 10
an dem Probentrdger 5 ein Element 10' aus einem magnetisierbaren

Material, hier eine Eisenmutter, auf.

Wie aus Fig. 1 weiters ersichtlich, weist der Antrieb 11 in der
gezeigten Ausfihrung einen Drehantrieb 11' auf, um die Magnet-
halterung 12 mit den daran befestigten Magnetelementen 9 in eine
Drehbewegung um eine vertikale Drehachse (vgl. Pfeil 13) zu ver-
setzen. Dadurch wird der Probentrager 5 bei der Gefriersubstitu-
tion in eine aperiodische bzw. unregelmdBige Schiittelbewegung
versetzt, welche einerseits die Zeitdauer der Gefriersubstituti-
on verklrzt. Zudem kann die Temperatur in der Kihlkammer hoher
als beil bekannten Anlagen, beispielsweise bei -60° Celsius bis
-70° Celsius, liegen. Vorteilhafterweise kdnnen so die Kosten

fir die Kihlung verringert werden.

Die Schiittelvorrichtung 8 weist ein plattenfdrmiges, transparen-

tes Montageelement 21 mit einer umlaufende Haltenut 22 zum Auf-
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setzen auf eine die Kihlkammer 5 verschlieBende Abdeckung 23 mit
eingebautem durchsichtigen Glasfenster 20 auf.

Wie aus Fig. 1 ersichtlich, weist die Vorrichtung 1 zudem eine
Lagereinrichtung 14 auf, mit welcher der Probentrager 5 ver-
schwenkbar gelagert ist. Dafiir weist der Probentrdger 5 eine in
Betrieb horizontal angeordnete Lagerachse 15 auf, welche in nut-

formige Vertiefungen 16 der Lagereinrichtung 14 eingelegt wird.

Wie aus Fig. 2 ersichtlich, sind die nutfdormigen Vertiefungen 16
etwas breiter als der Durchmesser der Lagerachsen 15, so dass
die Lagerachse 15 bei der Gefriersubstitution in den nutfdrmigen
Vertiefungen 16 abrollen kann. In der gezeigten Ausfithrung weist
die Lagereinrichtung 14 ein in einem Zentralbereich der Halte-
rung 3 angeordnetes inneres Lagerelement 17 mit nutfdrmigen Ver-
tiefungen 16 fir die einen Enden der Lagerachsen 15 der Proben-
trager 5 und ein am Umfang der Halterung 3 angeordnetes &auBeres
Lagerelement 18 mit nutfdrmigen Vertiefungen 16 flir die anderen
Enden der Lagerachsen 15 der Probentrdger 5 auf. Das innere La-
gerelement 17 weist zudem ein Halteelement 19 zum Anheben der
Halterung 3 auf. In der gezeigten Ausfithrung kénnen acht Proben-
trdger 5 in der Kihlkammer 4 angeordnet werden, wobei gemalB
Fig.2 lediglich zwei Probentrager 5, davon ein Probentrager 5
mit einem Probenaufnahmebehdalter 7, gezeigt sind. Zur Aufnahme
des Probenaufnahmebehidlters 7 weist das Tragelement 6 eine Boh-

rung zum Einhdngen des Probenaufnahmebehdlters 7 auf.

Wie aus Fig. 2 schematisch ersichtlich, weist die Halterung 3 an
dem umlaufenden Mantel in der Nidhe des Bodens 3' Offnungen 3!

zur Durchflutung mit gekithltem Alkohol auf.

Wie aus Fig. 3 ersichtlich, weist der Probentrdger 5 ein im Ru-
hezustand insbesondere im Wesentlichen vertikal angeordnetes
Stangenelement 24 auf, an welchem das Magnetelement 10 vorgese-
hen ist. Zudem weist der Probentrager 5 beziiglich der Lagerachse
15 gegeniiberliegend dem Magnetelement 10 ein Gewichtelement 25

auf.
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Patentanspriche:

1. Vorrichtung (1) zur Gefrier- oder Tieftemperatursubstitution,
mit einer in eine Kihlkammer (4) einsetzbaren Halterung (3) zur
Anordnung eines Probentragers (5) fiir eine biologische Probe und
mit einer Schiittelvorrichtung (8) zum Schiitteln des Probentra-
gers (5), dadurch gekennzeichnet, dass die Schiittelvorrichtung
(8) ein aulerhalb der Kihlkammer (4) vorgesehenes Magnetelement
(9) aufweist, welches mit einem innerhalb der Kihlkammer (4)
vorgesehenen Magnetelement (10) an dem Probentradger (5) zusam-
menwirkt, um den Probentrager (5) in eine Schiittelbewegung zu

versetzen.

2. Vorrichtung (1) nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
ein Antrieb (11) zur Erzeugung einer Relativbewegung zwischen
dem Magnetelement (9) auRerhalb der Kihlkammer (4) und dem Mag-
netelement (10) an dem Probentrager (5) innerhalb der Kihlkammer

(4) vorgesehen ist.

3. Vorrichtung (1) nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
das Magnetelement (9) aulerhalb der Kihlkammer (4) mit einer
Stromquelle zur Erzeugung eines veradnderlichen Magnetfeldes ver-

bunden ist.

4. Vorrichtung (1) nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass
das Magnetelement (9) auBerhalb der Kihlkammer (4) an einer Mag-
nethalterung (12) vorgesehen ist, welche mit dem Antrieb (11)
zur Erzeugung der Relativbewegung zwischen den Magnetelementen

(9, 10) verbunden ist.

5. Vorrichtung (1) nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass
die Magnethalterung (12) der Schiittelvorrichtung (11) mit einem
Drehantrieb (11') zur drehbaren Lagerung der Magnethalterung

(12) verbunden ist.

6. Vorrichtung (1) nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass
das Magnetelement (9) an einem freien Endbereich der Magnethal-
terung (12) vorgesehen ist, wobei bevorzugt je ein Magnetelement
(9) an gegenliberliegenden Endbereichen der Magnethalterung (12)

vorgesehen ist.
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7. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Probentrdger (5) mittels einer Lagerachse

(15) verschwenkbar an einer Lagereinrichtung (14) gelagert ist.

8. Vorrichtung (1) nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass
die Lagereinrichtung (14) zumindest eine nutfdrmige Vertiefung
(16) zum Auflegen der Lagerachse (15) fir den Probentrager (5)

aufweist.

9. Vorrichtung (1) nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass
die nutformige Vertiefung (16) breiter als der Durchmesser der

Lagerachse (15) ist.

10. Vorrichtung (1) nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet,

dass die Lagereinrichtung (14) mehrere, vorzugsweise entlang ei-
ner kreisfdérmigen Lagerfldche angeordnete, nutfdormige Vertiefun-
gen (lo) fir die Lagerachsen (15) mehrerer Probentrdger (5) auf-

weilst.

11. Vorrichtung (1) nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet,
dass die Lagereinrichtung (14) ein in einem Zentralbereich der
Halterung (3) angeordnetes inneres Lagerelement (17) mit nutfor-
migen Vertiefungen (16) fir die einen Enden der Lagerachsen (15)
der Probentrdger (5) und ein am Umfang der Halterung(3) angeord-
netes aduBeres Lagerelement (18) mit nutfdrmigen Vertiefungen
(16) fir die anderen Enden der Lagerachsen (15) der Probentrager

(5) aufweist.

12. Vorrichtung (1) nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,
dass das innere Lagerelement (17) ein Halteelement (19) zum An-

heben der Halterung(3) aufweist.

13. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch
gekennzeichnet, dass der Probentrager (5) ein im Ruhezustand
insbesondere im Wesentlichen vertikal angeordnetes Stangenele-
ment (24) aufweist, an welchem das Magnetelement (10) vorgesehen

ist.

14. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch

gekennzeichnet, dass der Probentrager (5) beziiglich der Lager-
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achse (15) gegenliberliegend dem Magnetelement (10) ein Gewich-

telement (25) aufweist.

15. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch
gekennzeichnet, dass die Halterung (3) an einem umlaufenden Man-
tel, vorzugsweise benachbart eines Bodens (3'), Offnungen zur

Durchflutung mit gekithltem Alkohol aufweist.

16. Vorrichtung (1) nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet,
dass die Schittelvorrichtung (8) ein insbesondere ein transpa-
rentes Sichtfenster aufweisendes Montageelement (21) zur losba-
ren Verbindung mit einer insbesondere ein weiteres transparentes
Sichtfenster (20) aufweisenden Abdeckung (23) der Kihlkammer (5)
aufweist, wobei an dem Montageelement (21) bevorzugt eine umlau-
fende Haltenut (22) zum Aufsetzen auf die Abdeckung (23) der

Kihlkammer (5) vorgesehen ist.

17. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch
gekennzeichnet, dass das Magnetelement (9) an der Magnethalte-
rung (12) einen Magneten (9'), insbesondere einen Permanentmag-
neten, und das Magnetelement (10) an dem Probentrager (5) ein

Element (10') aus einem magnetisierbaren Material aufweist.

18. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch
gekennzeichnet, dass die Halterung (3) in der Kihlkammer eines

GefadRes, insbesondere eines Dewar-Gefales (2), angeordnet ist.

19. Verfahren zur Gefrier- oder Tieftemperatursubstitution, wo-
bei ein Probentrager (5) fiir eine biologische Probe in einer
Kihlkammer (4) angeordnet wird, wobei der Probentrager (5) mit
einer Schiittelvorrichtung (8) geschiittelt wird, dadurch gekenn-
zeichnet, dass ein auBerhalb der Kihlkammer (4) vorgesehenes
Magnetelement (9) mit einem innerhalb der Kihlkammer (4) vorge-
sehenen Magnetelement (10) an dem Probentrager (5) zusammen-
wirkt, um den Probentradger (5) in eine Schiittelbewegung zu ver-

setzen.

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass der
Probentrdger (5) durch das Zusammenwirken der Magnetelemente (9,

10) in eine aperiodische Schiittelbewegung versetzt wird.
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