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Opfindelsen vedrgrer en fremgangsmiade og et
apparat til dybfrysning af flydende biologiske sub-
stanser, isar blod, blodbestanddele eller cellesus-
pensioner, ved hvilken substanserne f¢gr nedkglingen
blandes med beskyttelsesadditiver til undgdelse af
cellebeskadigelse af de biologiske substanser under
dybfrysningen.

Konservering af biologiske substanser til for-
hindring af irreversible cellebeskadigelser udggr et
vanskeligt problem, navnlig ved konservering af blod.
Gennem nogen tid er blod foruden ved konventionelle
opbevaringsmetoder ogsd gjort holdbar ved dybfrysning
og oplagring i flydende nitrogen, hvorved fgrst en
langtidskonservering er blevet muliggjort. En ngdven-
dig forudsetning ved dybfrysemetoden er at blande
blodet med et beskyttelsesadditiv, da integriteten
af de rgde blodlegemers cellemembran ellers beska-
diges, og cellerne kan blive hamolyserede under dyb-
fryseprocessen, nir blodet f@res gennem temperatur-
omrddet for indfrysning. For at undgd udvaskning af
beskyttelsesadditiverne fra blodet efter optgningen
f¢r en transfusion, som det hidtil har veret ngdven-
digt p& grund af beskyttelsesadditivernes uforenelig-
hed med organismen, undersgges nu til dags sadanne be-
skyttelsesadditiver som f.eks. HES (hydroxyethyl-
stivelse), med hensyn til deres biologiske forenelig-
hed.

Et af problemerne i forbindelse med forberedel-
sen af blodet til fryseprocessen bestdr i at blande
blodet og beskyttelsesadditivet s& fuldstandigt og
hurtigt som muligt, da det har vist sig, at celler-
nes overlevelsesprocent bliver desto stgrre, jo stgr-
re tilfgrselshastigheden for beskyttelsesadditiverne
i blodet er. Tilfprselshastigheden stdr i relation
til indtrengnings~ eller anlagshastigheden for beskyt-

telsesadditiverne i eller p& cellemembranerne. Af va-
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sentlig betydning er det endvidere sd vidt muligt for
hver celle i suspensionen at opnd samme koncentra-
tionsbetingelser for beskyttelsesadditiverne. Hid-
tidigé fremgangsmdder, der frembringer blandingen af
blod og beskyttelsesadditiv ved hjelp af rystning,
tillader forekomsten af inhomogeniteter i blandingen
og bevirker derfor en hgjere beskadigelsesandel for
de rgde blodlegemer ved nedfrysningen.

Med opfindelsen tilsigtes der tilvejebragt en
fremgangsmdde til blanding af biologiske substanser
og beskyttelsesadditiver med-en tilsluttet emballe-
ring til dybfrysning af den fremkomne blanding, ved
hvilken fremgangsmdde der opnds en forbedring af blan-
dingsgraden med tilfgrsel af beskyttelsesadditivet med
meget stor hastighed og i s& vidt mulig ensartet kon-
centration.

Dette opnas ved fremgangsmidden ifglge opfindel-
sen ved, at beskyttelsesadditiverne forstgves, at
de biologiske substanser inddryppes i forstgvnings-—
stralen, og at den sdledes opnéede blanding fyldes
p& beholdere og dybfryses.

- Opfindelsen beror pa den erkendelse, at blan-
dingshastigheden er proportional med mediernes kon-
taktoverflade ved blanding af to flydende medier.
Dette betyder, at en volumenenhed md opdeles i mange

- sm& delvolumener for at opnd den stgrst mulige over-

flade. Forstgves derfor beskyttelsesadditivet, fgr
den biologiske substans indfgres i dré&beform, har
beskyttelsesadditivet en stgrre kontaktoverflade,
hvortil kommer, at de enkelte dréaber af beskyttel-
sesadditivet ogsd i forhold til det ikke forstgvede
volumen har en hgjere overfladeenergi. Disse dréber
vil derfor bestrazbe sig p& at. forbinde sig med andre
fluidumpartikler for at formindske deres overflade-
energi. Endvidere kan forstgvningsstrilens kine~

tiske energi anvendes til blanding af de to medier.
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Beskyttelsesadditivet kan fortrinsvis ved
hjalp af en pumpe bringes op pad et hgjt tryk pa
f.eks. 160 bar, og derefter forstgves fint i en
dyse, hvorefter de biologiske substanser kan ind-
dryppes midt i forstgvningsstrilen. Ved hjzlp af
pumpen opnds der nemlig en god doseringsmulighed for
beskyttelsesadditivet, da der ved hver arbejdstakt
af pumpen med ensartet arbejdshastighed stadig
vil blive transporteret en ngje defineret mangde
beskyttelsesadditiv. Endvidere muligggr det med
pumpen frembragte hgje tryk ogsd en forstgvning af
mere seje fluider. Dette er vigtigt, da beskyttel-
sesadditivet mé tilfgres den biologiske substans
s& vidt mulig i hgj koncentration for at undgd en
for hgj volumenandel af beskyttelsesadditivet i
forhold til den biologiske substans. Endvidere
betinger en hgjere koncentration en lavere overflade-
spanding og dermed en bedre blandbarhed af medierne.

Beskyttelsesadditiverne kan ifglge endnu
en udfgrelsesform for opfindelsen forstgves ved hijzlp
af ultralyd, idet inddrypningen af de biologiske
substanser sker i midten af forstgvningsstralen. Med
dette formdl kan der i omrddet for beskyttelsesaddi-
tivets tilgang'vare en lydsender, der med sin lyd-
udstralingsflade vender mod den tilfgrte strgm af
beskyttelsesadditiv. Den store energitzthed af det
af lydsenderen fremkaldte lydfelt bevirker en fin
forstgvning af beskyttelsesadditivet.

En yderligere fordelagtig udfgrelsesform for

opfindelsen bestdr i, at forstgvningen af beskyttelses-

additiverne gennemfgres ved hjzlp af en under tryk
staende baregas pd en sddan ma&de, at allerede en
gasstrgm med et relativt lavt gastryk pa 0,5-1 bar
ogsd medriver sejtflydende fluider. En regulering af
den kinetiske energi af forstgvningsstrdlen ved en gi-
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vet forstgvningsdyse er mulig pad enkel méde ved
hijzlp af en tilgangsventil. En inddrypning af den
biologiske substans i siden af forstgvningsstrdlen
giver da en god blanding af de to medier.

Som baregas kan der fortrinsvis anvendes
nitrogen, da denne gas hverken zndrer den kemiske
sammensaztning af beskyttelsesadditivet eller
indvirker uheldigt p& bestanddelene i den biologi-

gke substans. Fgres baregassen endvidere for forstegv-

ning gennem et filter, £.eks. et membranfilter, kan
en inficering af den biologiske substans af kim i
gassen undgés.

Apparatet til gennemfgrelse af fremgangsmaden
er ejendommeligt ved en forradsbeholder for beskyt-
telsesadditiver, en forradsbeholder for de biologi- -
ske substanser og en forstgvningsenhed, hvilke to
forridsbeholdere gennem adskilte ledninger og re-
guleringsorganer star i forbindelse med forstgvnings-—
enheden, og at der i ledningen fra forridsbeholderen
for beskyttelsesadditiver til forstgvningsenheden

i givet fald er en pumpe.

Sifremt der i ledningen fra forrddsbeholderen
for beskyttelsesadditivet til forstgvningsenheden
er en pumpe, kan der fgr forstgvningen fremkaldes
et hgjt tryk i beskyttelsesadditivet, der ved ud-
nyttelse af dette tryk kan ledes til forstgvnings-

enheden og forstgves i denne. I stedet for at anvende

en pumpe kan de to forradsbeholdere anbringes pa et

- h¢jere niveau end forstgvningsenheden, sd at til-

ledningen af beskyttelsesadditiv og de biologiske
substanser til forstgvningsenheden kan ske automa-
tisk. I begge tilfelde er forradsbeholderne for-
trinsvis udskiftelige, s& at savel beskyttelsesad-
ditiverne som de biologiske substanser kan leveres
som sterile enheder. Endvidere kan det samlede ap-
parat vere anbragt i et sterilt lukket kammer, sa
at faren for inficering af de biologiske substanser
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herved undgés.

Til indfgring af den biologiske substans i
midten af forstgvningsstridlen har forstgvningsenheden
fortrinsvis en dyse, i hvis hus der centralt er ind-
skruet en forneden kegleformet indsats, der har en '
langs midteraksen forlgbende, til forradsbeholderen
for de biologiske substanser sluttet ledning, og
som har s8danne dimensioner, at der mellem den ko-
nisk tilspidsede side af dysens hus og den kegle-
stubformede del af indsatsen er en ringspalte, der
er forbundet med forradsbeholderen for beskyttelses-
additiver §ennem en sidekanal i huset. o

Til gennemfgrelse af fremgangsmiden ifglge
opfindelsen under anvendelse af en baregas har appa-
ratet en forrddsbeholder for beskyttelsesadditiver,
en forrédsbeholder for biologiske substanser, en
forrddsbeholder for baregas og en forstgvningsenhed,
hvorhos forrédsbeholderne er forbundet med forstgv-
ningsenheden gennem hver sin ledning.

I dette tilfalde omfatter forstgvningsenheden
fortrinsvis en konisk tilspidset dyse med en tilslut-
ningsstuds for baregassen, i hvilken dyse der cen-
tralt, kort f¢r den mindste diameter i dysen ender
et rgr med tilslutning til forrédsbeholderen for
beskyttelsesadditiver, hvorhos der pad siden af dysen
er en tilledning for de biologiske substanser, hvil-
ken ledning fgrer til siden af forstgvningsstralen.

Ifglge en foretrukket udfgrelsesform for
opfindelsen er der i ledningen fra fofrédsbeholderen
for beregassen til forstgvningsenheden et trykmale-
organ og et filter. Trykmdleorganet muligggr indstil-
ling af en bestemt gnsket hastigheds- og gennem-
strgmningsvardi for baregassen i forstgvningsenheden,
s§ at der kan sikres en hg¢j, ensartet strgmningshas-
tighed for baregassen.

Ved en yderligere udfgrelsesform for apparatet
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kan der vare klembgjler til faétg¢relse af foroven

- 8bne plastposer, sa at disse hanger sekagtigt ned

fra forstgvningsenheden og kan optage blodblandingen.
Efter fyldeoperationen tilsvejses plastposen og til-
fgres en dybfryseindretning.

Opfindelsen forklares narmere i det fglgende
under henvisning til tegningen, hvor

fig. 1 viser et apparat til blanding af
biologiske substanser og beskyttelsesadditiver
ved hijalp af en pumpe,

fig. 2 en forstgvningsenhed for et beskyttel-
sesadditiv, der har fiet et hgjt tryk ved hjzlp af

‘en pumpe,

fig. 3 et apparat til blanding af biologiske
substanser og beskyttelsesadditiver ved hjalp af en
baregas, og

fig. 4 en tilsvarende forstgvningsenhed for
beskyttelsesadditivet.

I fig. 1 er der vist en forstgvningsenhed 4

til blanding af biologiske substanser med beskyttel-

sesadditiver i et ikke vist sterilt, lukket rum,
hvilken forstgvningsenhed gennem adskilte ledninger
er forbundet med en forriddsbeholder 1 for beskyt-
telsesadditiver og en forrddsbeholder 2 for bio-
logiske substanser. Begge forridsbeholdere 1 og 2
er udskiftelige og kan leveres som sterile enheder.
I ledningen fra forrddsbeholderen 1 for beskyttel-
sesadditivet til forstgvningsenheden 4 er der en
pumpe 5 til fremkaldelse af et hgjt tryk i beskyt-
telsesadditivet, idet der med pumpen 5 kan trans-
porteres en ngjagtig defineret mengde af beskyttel-

sesadditiv til forstgvningsenheden 4.

I fig. 2 er der vist en til dette apparat pas-=
sende forstgvningsenhed, som har en dyse 6, i hvis
hus der er indskruet en indsats 7, der er_keglestub-
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formet i sin nederste ende. Langs midteraksen af
indsatsen 7 forlgber der en ledning 8, der er
tilsluttet forridsbeholderen for den biologiske sub-
stans, hvilken ledning ender i den fra dysen 6
fremtradende forstgvningsstridle., Indsatsen 7 har
s&danne dimensioner, at der mellem dens keglestub-
formede del og vaggen i dysen opstar en ringspalte
9, og at den ender lige fgr den mindste diameter

af dysen. Gennem en sidekanal 10 i huset er ring-
spalten 9 forbundet med forridsbeholderen for
beskyttelsesadditiver.

Blandingsindretningen ifglge fig. 3 har til
forskel fra blandingsindretningen ifglge fig. 1
yderligere en til forstgvningsenheden 11 sluttet
gasflaske 3 for en baregas, idet en pumpe for
beskyttelsesadditivet herved kan undvares. I lednin-
gen fra gasflasken 3 til forstgvningsenheden 11
er der et filter 17, der hindrer inficering af den
biologiske substans af kim i baregassen. Gennem ikke
viste reguleringsorganer kan tilfgrslen af den bio-
logiske substans og beskyttelsesadditiverne i for-
stgvningsenheden 11 reguleres, idet man ved af-
lesning af trykket i ledningen fra gasflasken 3
til forstgvningsenheden 11 ved hjalp af en tryk-
mdler 16 kan bestemme strgmningshastigheden for
baregassen i forstgvningsenheden 11. Indstilles
der bestemte vardier p&d reguleringsorganerne og
pé& trykmdleren, opnas der en hurtig og ensartet
blanding af de to medier.

I fig. 4 er der vist en til dette apparat
svarende forstgvningsenhed, der i hovedsagen be-
stdr af en konisk tilspidset dyse 12 med et cen-
tralt anbragt, ved enden ligeledes konisk tilspid-
set rgr 14, der ender kort fgr den mindste diameter
af dysen 12. I dysen 12 indfgres baregassen gennem
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en tilsluthingsstuds 13, medens rgret 14 er forbun-
det med beholderen for beskyttelsesadditivet. En til-
fgrselsledning 15, der fgrer til siden af den fra
dysen fremtradende forstgvningsstrile muligggr ind-
drypning af biologiske substanser i forst¢vningsstré—
len.

Som beskyttelsesadditiver, der kan anvendes
ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen, kommer f.eks.
fglgende stoffer pad tale: vandigeropl¢sninger af '
hydroxyethylstiﬁeise, hgjmolekylert dextran, gela-
tine, glycerol og polyvinylpyrroliddn.

Taleksempler.

Kendt teknik.
ved en kendt teknik, der er beskrevet i en ar-

tikel af H. W. Krijnen et al. i Cryobiology 5, nr. 2,
1968, centrifugeres 500-600 ml blod, hvorefter det
overliggende plasma fjernes, og der sker oplagring
ved -30°C. Plasmaet erstattes af et kglebeskyttel-
sesmiddel, der bestdr af 380 g glycerol, 29 g sorbitol
og 6,3 g NaCl pr. liter vand. En aluminiumbeholder
med en hgjde p& 250 mm og en diameter pad 59 mm fyl-
des med denne erythrocytsuspension, der er berxriget
med glycerol. Dybfrysningen sker ved neddykning i

7flydende nitrogen med en temperatur pa -196°C i 10

minutter. Optgningen sker i et vandbad pa 40°C under
samtidig omrystning med en frekvens pa 1 s_l i 10
minutter. Vaskning sker med en vaskeoplgsning, der

i fg¢rste trin pr. liter vand indeholder 175 g sor-
bitol og 8 g Nacl. I to yderligere trin vaskes der
med fysiologisk kogesaltoplgsning. Ved denne kendte
fremgangsmdde opnds der i gennemsnit 92% overlevende,

rgde blodlegemer.
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Fremgangsmidde ifglge opfindelsen.

Til dybfrysning af normalt menneskeblod blev
der anvendt en 87% vandig glyceroloplgsning med
en viskositet p& 145 cP, svarende til 0,145 Ns/m2.
Den maksimale tilfgrselshastighed for beskyttelses-
midlet androg 216 cm3/s,som ved en dysediameter
pa 0,07 cm svarer til en volumenstrgm pd 0,83 cm3/s.
Denne tilfgrselshastighed blev enten opndet ved hjalp
af en i tilledningen fra forradsbeholderen for
beskyttelsesadditiv til forstgvningsenheden anbragt
pumpe eller ved anvendelse af en bazregas. Baregassens
tryk blev indstillet pd mellem 0,5 og 1 ato (ca. 1
bar), idet bazregassen til opndelse af kimfrihed blev

fgrt gennem et membranfilter.

Partikelstgrrelsen i den forstgvede strale
efter forstgvningsenheden androg i begge tilfalde
mindre end 0,1 mm, og forstgvningsstridlens spids-
vinkel ved afgangen fra forstgvningsenheden var ca.
60°. I forstgvningsstrdlen blev der inddryppet men-
neskeblod med en drédbestgrrelse pd stort set 2 mm.
Koncentrationen af beskyttelsesadditivet i det sam-
lede materiale androg under de forannzvnte betingelser
15%.

Derefter blev den opnidede blanding af beskyt-
telsesadditiv og menneskeblod dybfrosset med en
frysehastighed pé 595°C/min. Indfrysningstiden
fra 0°C til -196°C androg 2 min. Den sluttelige
temperatur blev holdt pa -196°C.

Under disse betingelser kunne andelen af over-
levende, rg¢de blodlegemer holdes pé& mindst 98%.
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1. Fremgangsmidde til dybfrysning af flydende

biologiske substanser, isar blod, blodbestanddele
eller cellesuspensioner, ved hvilken substanserne
for nedkgling blandes med beskyttelsesadditiver
til undgielse af cellebeskadigelse af de biologiske
substanser under dybfrysningen, kende teg-
n e t ved, at beskyttelsesadditiverne forstgves,
at de biologiske substanser inddryppes i forstgv-
ningsstrédlen, og at den sdledes opnéede blanding
pafyldes beholdere og dybfryses.

2. Fremgangsmide ifglge krav l, ken de -
tegnet ved, at beskyttelsesadditiverne ved
hjzlp af en pumpe bringes op pa et hgjt tryk og
derefter forstgves fint i en dyse, og at inddryp-
ningen af de biologiske substanser sker i midten
af forstgvningsstrélen.

3. Fremgangsmide ifglge krav 1, k e n de-
tegnet ved, at beskyttelsesadditiverne for-
stgves ved hijelp af ultralyd, og at inddrypningen af
de biologiske substanser sker i midten af forstgv-
ningsstralen.

4. Fremgangsmide ifglge kravl, kende -
tegnet ved, at forstgvningen af beskyttelses-
additiverne genhemf¢res ved hjalp af en under tryk
staende baregas i en forstgvningsenhed.

5. Fremgangsmidde ifplge krav 4, kende -
tegnet ved, at der som baregas anvendes nitrogen,
der fg¢r anvendelse ledes gennem et filter.

6. Apparat til gennemfgrelse af fremgangsmiden
ifglge ethvert af kravene 1-3, kendetegnet
ved en forradsbeholder (1) for beskyttelsesadditiver,
en forrédsbehblder (2) for de biologiske substanser
og en forstgvningsenhed (4), hvilke to forradsbehol-
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dere (1, 2) gennem adskilte ledninger og regule-
ringsorganer star i forbindelse med forstgvningsen-
heden (4), og at der i ledningen fra forréddsbeholde-
ren (1) for beskyttelsesadditiver til forstgvningsen-
heden (4) i givet fald er en pumpe (5).

7. Apparat ifglge krav 6, kendete g -
n et ved, at forstgvningsenheden (4) har en
dyse (6), i hvis hus der centralt er indskruet en
forneden keglestubformet indsats (7), der har en
langs midteraksen forlgbende, til forréddsbeholderen
(2) for de biologiske substanser sluttet ledning
(8), og som har sidanne dimensioner, at der mellem
den konisk tilspidsede side af dysens (6) hus og den
keglestubformede del af indsatsen (7) er en ringspal-
te (9), der er forbundet med forriddsbeholderen (1)
for beskyttelsesadditiver gennem en sidekanal (10)

i huset.

8. Apparat til gennemfgrelse af fremgangsmaden
ifglge krav 4 eller 5, kendetegnet wved
en forradsbeholder (1) for beskyttelsesadditiver,
en forrédsbeholder (2) for bioclogiske substanser, en
forrédsbeholder (3) for baregas og en forstévnings—
enhed (11), og at forr&dsbeholderne (1, 2, 3) er
forbundet med forstgvningsenheden (11) gennem hver
sin ledning.

9. Apparat ifglge krav 8, ke nde teg-

n et ved, at forstgvningsenheden (1l) omfatter
en konisk tilspidset dyse (12) med en tilslutnings-

studs (13) for baregassen, i hvilken dyse der centralt,

kort fg¢r den mindste diameter i dysen ender et rgr
(14) med tilslutning til forradsbeholderen (1) for
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beskyttelsesadditiver, og at der pd siden af dysen
er en tilledning (15) for de biologiske substanser,
hvilken ledning fgrer til siden af forstgvningsstra-
len.

10. Apparat ifglge krav 8 eller 9, kende -
tegnet ved, at der i ledningen fra forradsbe-
holderen (3) for bazregassen til forstgvningsenheden
(11) er et trykmdleorgan (16) og et filter (17).

11. Apparat ifglge ethvert af kravene 6-10,
kendetegnet ved, at forstgvningsenheden
(4, 11) har klembgjler til fastggrelse af plast-
poser.

Fremdragne publikationer:
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