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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Vorrich-
tung zur Temperaturüberwachung einer kryokonservierten
biologischen Probe, umfassend einen Probenbehälter mit ei-
nem Aufnahmeraum zur Aufnahme einer biologischen Pro-
be und mindestens eine Kammer, deren Innenraum mit
dem Aufnahmeraum nicht fluidisch verbunden ist und ledig-
lich zum Teil mit einer Indikatorsubstanz gefüllt ist, deren
Schmelztemperatur in einem Bereich von –20°C bis –140°C
liegt. Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Tempera-
turüberwachung einer kryokonservierten biologischen Pro-
be, umfassend die Schritte:
a) Bereitstellen einer Vorrichtung zur Temperaturüberwa-
chung nach einem der vorhergehenden Ansprüche;
b) Einfrieren der Indikatorsubstanz(en), wobei die mindes-
tens eine Kammer während des Einfrierens der Indikatorsub-
stanz(en) in eine erste Lage gebracht wird und danach in ei-
ne zweite Lage gebracht wird, in der ein Schmelzen der In-
dikatorsubstanz(en) durch den Einfluss der Schwerkraft zu
einer zumindest teilweisen Verlagerung und/oder Formän-
derung der Indikatorsubstanz(en) in der mindestens einen
Kammer führt.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Tem-
peraturüberwachung einer kryokonservierten biologi-
schen Probe. Die Erfindung betrifft ferner eine Vor-
richtung zur Temperaturüberwachung einer kryokon-
servierten biologischen Probe.

[0002] Die Tieftemperaturkonservierung (Kryokon-
servierung) von Zellen ist bisher die einzige Möglich-
keit, Lebensprozesse auf zellulärer Ebene reversi-
bel (vitalitätserhaltend) so anzuhalten, dass sie nach
einer Erwärmung auf physiologische Temperaturen
wieder anlaufen können. Die Kryokonservierung hat
sich über große Biobanken in den letzten Jahr-
zehnten zu einem unverzichtbaren Element für Klini-
ken, Pharmaunternehmen, die Arterhaltung, den Um-
weltschutz und die Gesundheitsvorsorge entwickelt.
Gelagert wird biologisches Material in tieftempera-
turverträglichen Probenbehältern (Kryobehältern), z.
B. Röhrchen, Straws und Beuteln, unterschiedlicher
Größe. Bei der Kryokonservierung sind die gelager-
ten Biomaterialien unter Aufrechterhaltung der Vitali-
tät des Probenmaterials gefroren, zumeist bei Tem-
peraturen unterhalb –80°C, für Lebendsammlungen
unter –140°C bis zur Temperatur des flüssigen Stick-
stoffs. Für eine kryokonservierte Probe oder eine
für die Kryokonservierung vorgesehene Probe wird
nachfolgend auch der Begriff „Kryoprobe” verwendet.

[0003] Für makroskopische Proben, wie z. B. Blut
oder Gewebe, sind zahlreiche Techniken zur Pro-
benlagerung bei tiefen Temperaturen entwickelt wor-
den. In der modernen Medizin, Gentechnik und Bio-
logie besteht die Tendenz, zunehmend kleine Pro-
ben einer Kryokonservierung zu unterziehen. Es wer-
den beispielsweise kleine Suspensionsvolumina (Mil-
liliter oder darunter) mit suspendierten Zellen oder
Zellgruppen eingefroren. Die Kryokonservierung von
Zellen aus In-vitro-Kulturen erfolgt in überwiegendem
Maße in einer Suspension. Die meisten der biomedi-
zinisch relevanten Zellen benötigen jedoch zu ihrer
Vermehrung und geordneten Entwicklung einen Sub-
stratkontakt. Daher werden Proben ggf. nach einer
Kultivierung im substratgebundenen Zustand einge-
froren.

[0004] Die Qualität der Proben ist von ausschlagge-
bender Bedeutung, da sie für Zelltherapien in Klini-
ken, die Entwicklung von Pharmaka und biotechno-
logischen Produkten, als nationale Ressourcen und
vieles mehr Anwendung finden. Die Lagerzeit liegt bei
einigen Tagen bis zu Jahrzehnten, mit einer Tendenz
zur Langzeitlagerung. Die Proben werden in gekühl-
ten Behältern gelagert, befinden sich zumeist in Me-
talleinschüben und Racks, mit denen sie bei neuen
Einlagerungen oder Entnahmen Temperaturschwan-
kungen unterliegen. Bei Lebendablagen (Zellen, Zell-
suspensionen und Gewebeteilen) spielt nicht nur die
ununterbrochene Kühlkette eine entscheidende Rol-

le, sondern auch die Vermeidung großer Tempera-
tursprünge in der Tiefkühlphase. Da es bei der Ent-
nahme gar nicht so selten vorkommt, dass Kryobe-
hälter sich auf Temperaturen von –80°C bis –20°C
erwärmen, treten, obwohl sie noch gefroren sind,
Qualitätsminderungen unerkannt auf, die nicht nur
den Wert der Probe mindern, sondern auch bei ih-
rer Verwendung im klinischen Bereich zu lebensge-
fährlichen Situationen führen können. Selbst kurzzei-
tig aufgetauten Proben sieht man im wiedergefrore-
nen Zustand nicht an, dass sie dem Originalzustand
nicht mehr entsprechen. Es geht aber vornehmlich
nicht nur darum, ein Auftauen der Biomaterialien zu
erkennen, sondern das Überschreiten einer Grenz-
temperatur im Bereich zwischen –140°C und –20°C
zu dokumentieren. Eine Temperaturkontrolle und -
dokumentation für jede Probe ist die Forderung und
bislang nur selten – und wenn, dann mit hohem tech-
nischen Aufwand – zu erfüllen. Hinzu kommen um-
fangreiche Laboruntersuchungen nach dem Auftau-
en, die ebenfalls wertvolles Probenmaterial verbrau-
chen und selbst im Falle inzwischen wertlos gewor-
dener Kryoproben Kosten erzeugen.

[0005] Es ist somit eine Aufgabe der Erfindung,
ein verbessertes Verfahren zur Temperaturüberwa-
chung einer kryokonservierten biologischen Probe
bereitzustellen, mit dem Nachteile herkömmlicher
Techniken vermieden werden können und das sich
durch eine vereinfachte Verfahrensführung auszeich-
net. Eine weitere Aufgabe ist es, eine Vorrichtung
zur Temperaturüberwachung einer kryokonservier-
ten biologischen Probe bereitzustellen, mit der Nach-
teile herkömmlicher Techniken vermieden werden
können.

[0006] Eine weitere Aufgabe ist es, eine Möglich-
keit bereitzustellen, um an einem möglichst einfachen
Marker oder Kennzeichen erkennen zu können, ob ei-
ne Kryoprobe sich über eine definierbare Grenztem-
peratur, und wenn auch nur kurzzeitig, erwärmt hat.
Die Grenztemperatur muss im Bereich zwischen –
20°C und –140°C vor dem Einfrieren festlegbar sein.
Dies sollte an jeder einzelnen Kryoprobe und an da-
mit Millionen von Proben rasch und leicht erkennbar
möglich sein, darf die Biomaterialien nicht verändern
und sollte bereits im tiefgefrorenen Zustand erfolgen.
Wenn möglich, sollte der Zustand der Probe auch im
Lagerbehälter erfassbar sein, da jede Aus- und Einla-
gerung die Gefahr der Probenveränderung einer Viel-
zahl von Proben im Lagergut mit sich bringt, da in
der Regel ganze Racks aufgezogen werden. Die Vor-
richtung bzw. das Verfahren sollte leicht handhabbar,
tieftemperaturtolerant und einstellbar sein. Es darf
nur wenig oder keine Energie verbrauchen und mög-
lichst nur geringste Kosten verursachen, da die La-
gerung einer Bioprobe im gekühlten Zustand in ihren
Gesamtaufwendungen nur wenige Euros kosten soll-
te. Diesem Anspruch müssen auch die einsetzbaren
Materialien gerecht werden.
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[0007] Diese Aufgaben werden durch Vorrichtungen
und Verfahren mit den Merkmalen der unabhängi-
gen Ansprüche gelöst. Vorteilhafte Ausführungsfor-
men und Anwendungen der Erfindung ergeben sich
aus den abhängigen Ansprüchen und werden in der
folgenden Beschreibung unter teilweiser Bezugnah-
me auf die Figuren näher erläutert.

[0008] Gemäß einem ersten Gesichtspunkt der Er-
findung werden die genannten Aufgaben durch
ein Verfahren zur Temperaturüberwachung einer
kryokonservierten biologischen Probe gelöst. Zur
Durchführung des Verfahrens wird eine Vorrichtung
zur Temperaturüberwachung einer kryokonservier-
ten biologischen Probe bereitgestellt.

[0009] Gemäß einem zweiten Gesichtspunkt der Er-
findung soll die Vorrichtung zur Temperaturüberwa-
chung einer kryokonservierten biologischen Probe
als Gegenstand per se offenbart und beanspruchbar
sein. Die Ausführungen betreffend die Vorrichtung,
insbesondere deren vorteilhafte Ausführungsvarian-
ten, sollen somit zur Vermeidung von Wiederholun-
gen als rein vorrichtungsgemäß offenbart und als ver-
fahrensgemäß offenbart gelten und beanspruchbar
sein.

[0010] Die Vorrichtung zur Temperaturüberwachung
einer kryokonservierten biologischen Probe umfasst
einen Probenbehälter mit einem Aufnahmeraum
(Probenreservoir) zur Aufnahme einer Probe, insbe-
sondere einer biologischen Probe. Der Aufnahme-
hohlraum kann eine kryokonservierte Probe enthal-
ten.

[0011] Die Vorrichtung umfasst ferner mindestens
eine Kammer, deren Innenraum mit dem Aufnahme-
raum nicht fluidisch verbunden ist, so dass die Indi-
katorsubstanz nicht in direkten Kontakt mit einer im
Aufnahmeraum befindlichen Probe treten kann. Die
Kammer ist ferner lediglich zum Teil mit einer Indi-
katorsubstanz, deren Schmelztemperatur bei Norm-
aldruck, also bei 1013,25 mbar, in einem Bereich von
–20°C bis –140°C liegt, gefüllt. Die Schmelztempera-
tur kann vorzugsweise auch in einem Bereich von –
20°C bis –100°C liegen.

[0012] Durch die Kammer der erfindungsgemäßen
Vorrichtung wird ein Zusatzkompartiment bereitge-
stellt, das durch die partielle Füllung mit der Indi-
katorsubstanz als Indikatorelement verwendet wer-
den kann, um eine unerwünschte Überschreitung der
Grenztemperatur anzuzeigen.

[0013] Der Probenbehälter ist ein für eine Kryokon-
servierung geeigneter Behälter, beispielsweise ein
Röhrchen, ein Straw (auch als Samenröhrchen be-
zeichnet), ein Beutel zur Blut- oder Stammzellenlage-
rung, eine Box oder ein anderer für eine Kryokonser-
vierung geeigneter Behälter. Derartige Behälter wer-

den entsprechend auch als Kryoröhrchen, Kryostraw,
Kryobeutel, Kryobox oder allgemein als Kryobehälter
bezeichnet.

[0014] Kryoröhrchen (engl. cryogenic tubes) werden
auch als Biobank- oder Kryobankröhrchen bezeich-
net. Kryoröhrchen weisen einen Aufnahmeraum auf,
der einen inneren Hohlraum zur Aufnahme einer bio-
logischen Probe ausbildet. Das Kryoröhrchen weist
ferner üblicherweise einen Deckel zum Verschließen
des Aufnahmeraums auf. Der Deckel kann einen Ein-
griff aufweisen, über den der Deckel mit einem Werk-
zeug gedreht werden kann. Das Kryoröhrchen kann
auch ein Bodenelement aufweisen, das eine Ken-
nung, z. B. in Form eines maschinenlesbaren Codes,
aufweist.

[0015] Als Indikatorsubstanz kann eine Substanz
ausgewählt werden, deren Schmelztemperatur ei-
ner vorbestimmten Grenztemperatur, deren Über-
schreiten überwacht werden soll, entspricht. Die In-
dikatorsubstanz ist eine Flüssigkeit oder eine Mi-
schung verschiedener Flüssigkeiten, deren Schmelz-
punkt der gewünschten Grenztemperatur entspricht.
Lediglich beispielhaft kann als Indikatorsubstanz eine
Mischung aus Wasser (H2O) und Ethanol (C2H6O),
eine Mischung aus Wasser (H2O) und Kaliumhy-
droxid (KOH) oder eine Mischung aus Wasser und
einem Gefrierschutzmittel gewählt werden. Das Mi-
schungsverhältnis wird dabei gemäß dem jeweiligen
Schmelzdiagramm, das den Verlauf des Schmelz-
punktes in Abhängigkeit vom Mischungsverhältnis
angibt, so eingestellt, dass der Schmelzpunkt des
Flüssigkeitsgemisches den gewünschten Wert, näm-
lich die zu überwachende Grenztemperatur, aufweist.

[0016] Das Verfahren umfasst ferner das Einfrieren
der Indikatorsubstanz, wobei die Kammer zum Ein-
frieren der Indikatorsubstanz in eine erste Lage ge-
bracht wird, so dass die Indikatorsubstanz im flüs-
sigen Zustand in ein erstes Teilvolumen der Kam-
mer fließt und dort gefriert. Danach, insbesondere vor
und während der Überwachungsphase der Kryola-
gerung, wird die Kammer mit der gefrorenen Indika-
torsubstanz in eine zweite Lage gebracht, in der ein
Schmelzen der Indikatorsubstanz durch den Einfluss
der Schwerkraft zu einer zumindest teilweisen Konfi-
gurationsänderung der Indikatorsubstanz in der Kam-
mer führt.

[0017] Die Konfigurationsänderung kann eine zu-
mindest teilweise Veränderung der Lage der Indi-
katorsubstanz und/oder der Form der Indikatorsub-
stanz, z. B. der Oberflächenform, sein. Schmilzt die
Indikatorsubstanz in der zweiten Lage, wird sie unter
dem Einfluss der Schwerkraft in ein zweites Teilvolu-
men fließen und dort wieder gefrieren, falls die Tem-
peratur wieder unter den Schmelzpunkt fällt.
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[0018] Mit anderen Worten wird die Indikatorsub-
stanz in einer solchem Geometrie oder Lage einge-
froren und die Kammer in ihrer Lage im tiefgefrore-
nen Zustand, z. B. bei der Lagertemperatur oder zu-
mindest unterhalb der festgelegten Grenztemperatur
bzw. Schmelztemperatur der Indikatorsubstanz, ver-
ändert, so dass ein Schmelzen der Indikatorsubstanz
nach der Lageveränderung zu einer sichtbaren Ver-
lagerung der Flüssigkeit oder ihrer Begrenzungsgeo-
metrie führt. An dieser Veränderung der Flüssigkeit,
die z. B. gefärbt oder anderweitig gut erkennbar ge-
macht werden kann, kann sofort durch Anschauen
oder auch technisch automatisiert festgestellt wer-
den, ob die Grenztemperatur überschritten wurde.

[0019] Gemäß dem Verfahren besteht nun die Mög-
lichkeit, die Vorrichtung, aufweisend den Probenbe-
hälter mit einer kryokonservierten Probe und die min-
destens eine Kammer mit der gefrorenen Indikator-
substanz, zur Kryokonservierung zu lagern, wobei
die mindestens eine Kammer zur Temperaturüber-
wachung in der zweiten Lage am Probenbehälter an-
geordnet ist.

[0020] Zu einem späteren Zeitpunkt kann geprüft
werden, ob eine Konfigurationsänderung der gefrore-
nen Indikatorsubstanz, z. B. eine zumindest teilwei-
se Verlagerung und/oder eine Formänderung der In-
dikatorsubstanz, stattgefunden hat.

[0021] Ist dies der Fall, kann auf ein Überschreiten
der Schmelztemperatur der Indikatorsubstanz und
somit der zu überwachenden Grenztemperatur ge-
schlossenen werden, insbesondere auch dann, wenn
die Überschreitung nur kurzzeitig aufgetreten ist.

[0022] Ein besonderer Vorzug der Erfindung liegt so-
mit darin, dass eine Konfigurationsänderung der Indi-
katorsubstanz direkt anzeigt, ob eine Kryoprobe sich
über eine definierbare Grenztemperatur, und wenn
auch nur kurzzeitig, erwärmt hat. Dies kann durch
visuelle Sichtprüfung oder auch technisch automati-
siert mittels einer entsprechend eingerichteten Mess-
einrichtung schnell und einfach festgestellt werden,
ohne dass die Probe aus dem Probenbehälter ent-
nommen oder aufgetaut werden muss.

[0023] Gemäß einer besonders bevorzugten Aus-
führungsform kann die Vorrichtung eine Mehrzahl
von Kammern aufweisen, die jeweils lediglich zum
Teil mit einer Indikatorsubstanz, deren Schmelztem-
peratur in einem Bereich von –20°C bis –140°C
liegt, gefüllt sind, wobei die Indikatorsubstanzen
in den Kammern unterschiedliche Schmelztempe-
raturen aufweisen. Damit können unterschiedliche
Temperaturgrenzwerte überwacht werden, wobei je-
de Indikatorsubstanz so ausgewählt und/oder de-
ren Mischungsverhältnis so eingestellt ist, dass ihr
Schmelzpunkt einem der zu überwachenden Tempe-
raturgrenzwerte entspricht. Diese Ausführungsform

bietet den Vorteil, dass sich die erreichten Tempera-
turintervalle, in die die Probe gelangt ist, genauer ein-
grenzen lassen.

[0024] Ferner kann eine Kammerwandung an min-
destens einer Stelle transparent oder semi-transpa-
rent sein, so dass von außen sichtbar ist, ob eine
Konfigurationsänderung, z. B. eine Lageänderung,
der Indikatorsubstanz erfolgt ist. Vorzugsweise ist die
gesamte Kammerwandung transparent oder semi-
transparent ausgeführt.

[0025] Zur besseren Erkennbarkeit kann die Indika-
torsubstanz einen Indikatorzusatz enthalten, der eine
Detektierbarkeit einer physikalischen Eigenschaft der
Indikatorsubstanz erhöht. Der Indikatorzusatz kann
beispielsweise ein Farbstoff sein, so dass die Indi-
katorsubstanz farbig oder gefärbt, d. h. nicht trans-
parent, ist und so deren Form und/oder Lage bes-
ser optisch erkennbar ist. Der Indikatorzusatz kön-
nen Partikel, insbesondere Nanopartikel sein, die ei-
ne Streuwirkung und/oder Polarisationswirkung der
Indikatorsubstanz für auf die Indikatorsubstanz auf-
treffende elektromagnetische Strahlung erhöhen. Da-
durch kann eine Konfigurationsänderung der Indi-
katorsubstanz mittels einer optischen Transmissi-
onsmessung, Streumessung und/oder Polarisations-
messung zuverlässiger detektiert werden. Der Indika-
torzusatz können leitfähige Partikel sein. Durch Bei-
mischen von leitfähigen Partikel kann die Leitfähig-
keit oder Impedanz der Indikatorsubstanz beeinflusst
werden. Auf diese Weise kann eine Konfigurations-
änderung der Indikatorsubstanz mittels einer Leitfä-
higkeitsmessung oder Impendanzmessung detektiert
werden.

[0026] Gemäß einer bevorzugten Ausführungsform
kann die Vorrichtung eine Messeinrichtung aufwei-
sen, die ausgebildet ist, eine Lage der Indikator-
substanz in der Kammer zu erfassen. Die Messein-
richtung kann eine optische oder optisch-elektrische
Messeinrichtung sein, um z. B. mit einer optischen
Transmissions-, Streulicht- oder Reflektionsmessung
eine Konfigurationsänderung der Indikatorsubstanz
festzustellen.

[0027] Die mindestens eine Kammer kann durch ei-
nen Behälter mit einem oder mehreren Hohlräumen
gebildet sein, der außen am Probenbehälter anor-
denbar und/oder angeordnet ist. Der Begriff „anor-
denbar und/oder angeordnet” soll umfassen „befes-
tigbar und/oder befestigt”, „koppelbar und/oder ge-
koppelt”, „verbindbar und/oder verbunden”. Der Be-
hälter zur Ausbildung der mindestens einen partiell
mit Indikatorsubstanz gefüllten Kammer ist somit von
dem Probenbehälter zu unterscheiden.

[0028] Eine Möglichkeit der erfindungsgemäßen
Realisierung sieht vor, dass der Behälter zur Ausbil-
dung der mindestens einen Kammer lösbar am Pro-
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benbehälter befestigt ist. Unter einer lösbaren Befes-
tigung soll insbesondere auch ein Aufschieben, oder
Aufstecken des Behälters am Probenbehälter um-
fasst sein. Dies bietet den Vorteil, dass der Behälter
räumlich getrennt vom Probenbehälter gelagert und
vorbereitet (z. B. Gefrieren der Indikatorsubstanz in
der ersten Lage) werden kann.

[0029] Gemäß einer weiteren Ausführungsform
kann die mindestens eine Kammer durch einen Be-
hälter mit einem oder mehreren Hohlräumen gebil-
det sein, der verschwenkbar am Probenbehälter be-
festigt ist. Die Verschwenkbarkeit bietet den Vorteil,
dass der Behälter direkt am Probenbehälter in zwei
unterschiedliche Lagen bringbar ist, um die Indikator-
substanz in einer ersten Lage zu gefrieren und an-
schließend in der zweiten Lage zur Temperaturüber-
wachung zu lagern.

[0030] Gemäß einer vorteilhaften Variante dieser
Ausführungsform ist der Behälter an einem Längs-
ende des Probenbehälters verschwenkbar befestigt.
Dies ermöglicht eine vorteilhafte Nutzung des Raum-
angebots, insbesondere bei der Lagerung einer Viel-
zahl solcher Probenbehälter in Kryobanken.

[0031] Ein besonders einfach handhabbarer und
kostengünstiger Verschwenkmechanismus kann be-
reitgestellt werden, wenn der Behälter durch ein ver-
biegbares Teil verschwenkbar am Probenbehälter
befestigt ist.

[0032] Der Probenbehälter kann einen Deckel zum
Verschließen des Aufnahmeraums aufweisen, z. B.
um eine Kontamination der im Aufnahmeraum ge-
lagerten Bioprobe zu verhindern. Im Rahmen der
Erfindung besteht die Möglichkeit, den Behälter zur
Ausbildung der mindestens einen Kammer lösbar
oder verschwenkbar am Deckel des Probenbehäl-
ters zu befestigen. Dies bietet einerseits den Vorzug,
dass nur die Deckel herkömmlicher Kryobehälter zur
Aufnahme des Behälters mit der Indikatorsubstanz
zweckmäßig angepasst werden müssen, und ande-
rerseits den Vorzug, dass die Beschickung des Pro-
benbehälters mit einer Bioprobe räumlich und zeitlich
getrennt von dem Gefrieren der Indikatorsubstanz
(en) im Behälter und dem Anbringen des Behälters
am Deckel des Probenbehälters erfolgen kann.

[0033] Zur möglichst platzsparenden Anordnung
des Behälters am Probenbehälter kann der Behälter
gemäß einer weiteren Variante um eine Drehachse,
die senkrecht zu einer Längsachse des Probenbehäl-
ters ist, verschwenkbar am Probenbehälters befestigt
sein.

[0034] Der verschwenkbar am Probenbehälters be-
festigte Behälter zur Ausbildung der mindestens ei-
nen Kammer kann beispielsweise als halbringförmi-
ger oder ringförmiger Hohlkörper ausgeführt sein und

in eine erste Schwenkstellung, in der er koaxial zu
einer Längsachse des Probenbehälters angeordnet
ist, und in eine um mindestens 45°, vorzugsweise um
90°, gegenüber der ersten Schwenkstellung gedreh-
te zweite Schwenkstellung bringbar sein. Die erste
Schwenkstellung kann eine Horizontalstellung sein.
Die zweite Schwenkstellung kann eine Vertikalstel-
lung sein. Diese Variante ist besonders vorteilhaft bei
zylinderförmigen Probenbehältern, wie z. B. einem
Kryoröhrchen, wenn der Behälter an einem Längs-
ende des Probenbehälters schwenkbar befestigt ist.
Eine besonders kompakte Ausführung der Vorrich-
tung kann realisiert werden, wenn ein Durchmesser
des halbringförmig oder ringförmig ausgeführten Be-
hälters dem Durchmesser des zylinderförmigen Pro-
benbehälters entspricht, da die Mantelflächen von
Probenbehälter und Behälter in der ersten Schwenk-
stellung koaxial und fluchtend zueinander positioniert
werden können.

[0035] Die Begriffe „ringförmig” oder „halbringförmig”
sollen insbesondere auch flache Ringformen oder fla-
che Halbringformen umfassen, d. h. Ringformen und
Halbringformen mit unteren und oberen Planseiten.
Gemäß einer weiteren Ausführungsvariante kann ei-
ne Seite des halbringförmigen oder ringförmigen Be-
hälters an ihrer Innenseite verspiegelt sein. Dies er-
möglicht eine einfache Erfassung einer Lageverän-
derung der Indikatorsubstanz mithilfe eines Mess-
strahls einer Messeinrichtung. So kann beispielswei-
se der Messstrahl so auf den Innenraum des trans-
parenten oder semi-transparenten Behälters gerich-
tet werden, dass der Messstrahl nur dann auf ei-
ne verspiegelte Innenfläche trifft und dadurch reflek-
tiert wird, wenn die Indikatorsubstanz aufgrund eines
Schmelzvorgangs ihre Lage verändert hat. Hat die In-
dikatorsubstanz ihre Lage nicht verändert, wird der
Messstrahl dagegen von der Indikatorsubstanz ab-
sorbiert.

[0036] Der verschwenkbar am Probenbehälters be-
festigte Behälter zur Ausbildung der mindestens ei-
nen Kammer kann ferner ein länglicher Hohlkörper
sein, z. B. in Form eines Röhrchens, der an einem
Längsende des Probenbehälters mittelbar oder un-
mittelbar am Probenbehälter verschwenkbar befes-
tigt ist.

[0037] Ferner kann die verschwenkbare Befestigung
des Behälters am Probenbehälter so ausgeführt sein,
dass der Behälter in eine erste Schwenkstellung
bringbar ist, in der eine Längsachse des Behälters
parallel zu einer Längsachse des Probenbehälters
verläuft, und in eine zweite Schwenkstellung bringbar
ist, die im Vergleich zur ersten Schwenkstellung um
mindestens 45° gedreht ist. Diese Ausführungsvari-
ante eignet sich besonders für eine optische Detekti-
on der Lage und/oder Form der Indikatorsubstanz in
dem Behälter.
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[0038] Vorstehend wurde bereits erwähnt, dass der
die Indikatorsubstanz(en) enthaltene Behälter auch
lösbar am Probenbehälter befestigt sein kann. Eine
mögliche Ausführungsform hierfür sieht vor, den Be-
hälter bzw. die mindestens eine Kammer als ein dop-
pelwandiges Aufsteckteil auszuführen. Dies ermög-
licht ein schnelles Anbringen an einem Probenbehäl-
ter, der in üblicher Weise ausgeführt sein kann. Fer-
ner kann das Aufsteckteil am Probenbehälter aufge-
klebt sein.

[0039] Gemäß einer ersten Variante dieser Ausfüh-
rungsform kann das doppelwandige Aufsteckteil eine
doppelwandige Kappe sein, die an einem Längsen-
de des Probenbehälters auf diesen aufsteckbar ist.
Diese Variante ermöglicht ferner eine schnelle Sicht-
prüfung auf eine Form- oder Lageveränderung der In-
dikatorsubstanz, ohne dass der Probenbehälter aus
seiner Lagerhaltung entnommen werden muss.

[0040] Gemäß einer zweiten Variante ist das doppel-
wandige Aufsteckteil auf eine äußere Mantelfläche
des Probenbehälters aufsteckbar oder aufschiebbar
und umgreift diese im aufgesteckten Zustand dabei
zumindest teilweise. Diese Variante ist besonders
vorteilhaft für zylinderförmige Probenbehälter, ins-
besondere Kryoröhrchen. Das doppelwandige Auf-
steckteil kann dabei als Hohlzylinder oder Teil-Hohl-
zylinder ausgeführt sein, dessen Innendurchmesser
dem Außendurchmesser des Probenbehälters ent-
spricht, so dass das Aufsteckteil den zylinderförmi-
gen Probenbehälter manschettenartig oder schellen-
artig umgreift.

[0041] Gemäß einer weiteren Ausführungsform der
Erfindung kann die mindestens eine Kammer in den
Probenbehälter selbst integriert sein, d. h., der Pro-
benbehälter selbst kann in seinem Innern eine sol-
che Kammer oder mehrere aufweisen. Dadurch kann
auf ein separates außen am Probenbehälter ange-
ordnetes Bauteil zur Ausbildung der mindestens ei-
nen Kammer verzichtet werden. Beispielsweise kann
der Aufnahmeraum des Probenbehälters zur Ausbil-
dung der mindestens einen Kammer doppelwandig
mit einer Innenwandung und einer Außenwandung
ausgeführt sein, wobei ein Zwischenraum zwischen
der Innenwandung und der Außenwandung zum Teil
mit der Indikatorsubstanz gefüllt ist. Zur Ausbildung
mehrerer Kammern kann der Zwischenraum durch
Trennwände in Teilräume unterteilt sein.

[0042] Mit dem Begriff Probenbehälter wird insbe-
sondere ein für eine Kryokonservierung ausgelegter
Behälter bezeichnet. Der Probenbehälter ist vorzugs-
weise unter Verwendung tieftemperaturverträglichen
Kunststoffmaterials für Temperaturen unter –140°C
hergestellt. Das Kunststoffmaterial kann ohne Verän-
derung und ohne Schaden wiederholte Temperatur-
wechsel tolerieren. Es wird vorzugsweise ein Kunst-
stoffmaterial verwendet, dessen Wasseraufnahmefä-

higkeit < 1% der Eigenmasse, insbesondere < 0.1%
der Eigenmasse beträgt. Erfindungsgemäße Kryo-
speicherelemente basieren beispielsweise auf Poly-
urethan oder Polyethylen.

[0043] Mit dem Begriff „biologische Probe” wird bio-
logisches Material wie Zellen, Gewebe, Zellbestand-
teile, biologische Makromoleküle etc. bezeichnet,
welches im Probenbehälter der Kryokonservierung
unterzogen wird – ggf. in einer Suspension und/oder
im Verbund mit einem Substratmaterial. Im Aufnah-
meraum kann somit ein Substrat angeordnet sein,
das zur adhärenten Aufnahme biologischer Zellen,
die Teil der biologischen Probe sind, eingerichtet ist.

[0044] Die zuvor beschriebenen bevorzugten Aus-
führungsformen und Merkmale der Erfindung sind
miteinander kombinierbar. Weitere Einzelheiten und
Vorteile der Erfindung werden im Folgenden unter
Bezug auf die beigefügten Zeichnungen beschrie-
ben. Es zeigen:

[0045] Fig. 1–Fig. 6 schematische Ansichten ver-
schiedener Ausführungsbeispiele eine Vorrichtung
zur Temperaturüberwachung einer kryokonservier-
ten biologischen Probe;

[0046] Fig. 7 ein Ablaufdiagramm zur Illustration ei-
nes Ausführungsbeispiels eines Verfahrens zur Tem-
peraturüberwachung einer kryokonservierten biologi-
schen Probe;

[0047] Fig. 8A, Fig. 8B, Fig. 9A jeweils ein Schmelz-
diagramm eines Flüssigkeitsgemisches;

[0048] Fig. 9B eine Tabelle mit Schmelzpunkten ei-
niger reiner Flüssigkeiten; und

[0049] Fig. 10 eine Mischbarkeitsmatrix von Löse-
mitteln.

[0050] Gleiche oder funktional äquivalente Elemen-
te sind in allen Figuren mit denselben Bezugszeichen
bezeichnet und werden zum Teil nicht gesondert be-
schrieben.

[0051] Fig. 1A zeigt einen Probenbehälter in Form
eines typischen Kryoröhrchens (Tube) 1, wie es in
Kryobiobanken verwendet wird. Es umfasst in der Re-
gel ein Aufnahmevolumen 2 für die Bioprobe, in dem
sich die Biomaterialien befinden. Die Bioprobe ist hier
eine Zellsuspension 6. Das Kryoröhrchen umfasst
ferner einen Deckel 3, der das Gefäß verschließt und
oben einen Eingriff 4 besitzt, über den der Deckel 3
mit einem Werkzeug (nicht gezeigt) im Fall der Au-
tomatisierung gedreht werden kann. Diese Kryoröhr-
chen 1 können auch einen Boden 5 enthalten, in den
optional ein Barcodeviereck oder eine andere Ken-
nung eingefügt ist. In dieser Form, zumeist senkrecht
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in Aufnahmen stehend, werden die Kryoröhrchen 1 in
den Tieftemperaturbehältern gelagert.

[0052] Gemäß der in Fig. 1 gezeigten Ausführungs-
form wird auf das Kryoröhrchen 1 eine doppelwandi-
ge durchsichtige Kappe 11 im tiefgekühlten Zustand
aufgesetzt. Die Kappe 11 ist in Fig. 1B dargestellt.
Die doppelwandige Kappe 11 hat eine Innenwandung
13 und eine Außenwandung 12. Das Wandungsvo-
lumen bzw. der Zwischenraum 14 zwischen den In-
nenwandung 13 und Außenwandung 12 ist zum Teil
mit einer Indikatorsubstanz 7 in Form einer Flüssig-
keit oder einer Flüssigkeitsmischung befüllt, deren
Gefrierpunkt/Schmelzpunkt im Bereich von –20°C bis
–100°C über das Mischungsverhältnis gewählt ist.
Dies wird nachfolgend noch anhand der Fig. 8 bis
Fig. 10 näher erläutert.

[0053] Die Kappe 11 wird in einer ersten Lage, die
180° gedreht zu der in Fig. 1B gezeigten Drehpositi-
on der Kappe 11 ist, unter diese Schmelztemperatur
abgekühlt, so dass die Flüssigkeit unter Einfluss der
Schwerkraft innerhalb des Zwischenraums 14 in die
Kappenspitze 15 läuft und dort gefriert. Nun kann die
Kappe 11 umgedreht werden und zeigt das in Fig. 1B
dargestellte Bild. Die Indikatorsubstanz 7 ist in der
Kappenspitze 15 festgefroren.

[0054] Bei einer Temperatur unter dem Gefrierpunkt/
Schmelzpunkt der Indikatorsubstanz 7 wird die Kap-
pe 11 dann wie in Fig. 1C gezeigt auf das Kryoröhr-
chen 1 von oben geschoben. Die so gebildete Vor-
richtung 10 zur Temperaturüberwachung kann nun
kryogelagert werden, z. B. in einem Kryotank.

[0055] Gelangt die Probe 6 und damit auch die Indi-
katorsubstanz 7 irgendwann in einen Temperaturbe-
reich oberhalb des Schmelzpunktes der Indikatorsub-
stanz 7, fließt die geschmolzene Indikatorsubstanz 7
in dem Wandungsvolumen 14 nach unten und sam-
melt sich in einem unteren Kappenbereich 16. Es er-
gibt sich das in Fig. 1D gezeigte Bild. Ist die Pro-
be 16 stets unter dem Gefrierpunkt der Indikator-
substanz 6 gehalten worden, ergibt sich stattdessen
der Zustand wie in Fig. 1E gezeigt. Auf diese Wei-
se ist leicht eine unstatthafte Erwärmung der Probe
6 erkennbar. Die Lage der Indikatorsubstanz inner-
halb der Kappe 11 ist optisch durch Ansehen, aber
auch mittels einer zweckmäßig ausgebildeten Mess-
einrichtung opto-elektrisch und automatisiert detek-
tierbar. Ist die Indikatorsubstanz 7 gefärbt, erleichtert
dies die Lagebestimmung. Die Lagebestimmung der
Indikatorsubstanz kann sehr leicht auch in den Kühl-
tanks bei der Lagertemperatur erfolgen. Ein weiterer
Vorteil der Vorrichtung 10 ist die Wiederverwendbar-
keit der Kappen 11 und die Verwendung von als In-
dikatorsubstanz 7 verwendeten Markerflüssigkeiten
mit einem frei wählbaren Gefrierpunkt. Für Leben-
dablagen empfiehlt sich eine Schmelztemperatur um
–80°C, da hier eine deutliche Rekristallisation des Ei-

ses in den Zellen und um diese herum auftritt, die
zu einer Qualitätsminderung der Kryoprobe führt. Für
biologische Flüssigkeiten und Lagerung von geneti-
schem Material, das bei –80°C gelagert wird, ist ein
Schmelzpunkt um –30°C zu empfehlen.

[0056] Fig. 2 zeigt Ansichten einer abgewandel-
ten Zwei-Phasen-Variante in Form eines aufsteckba-
ren Teils 21 aus transparentem Material, gezeigt in
Fig. 2B, das wie in Fig. 2D gezeigt auf ein Kryoröhr-
chen 1, wie in Fig. 2A gezeigt, aufgesteckt werden
kann.

[0057] Das Aufsteckteil 21 ist wiederum doppelwan-
dig mit einer Innenwandung 23 und einer Außenwan-
dung 22 zur Ausbildung eines Wandungsvolumens
24 ausgeführt. Das Wandungsvolumen 24 ist durch
eine Trennwand 25 in zwei voneinander getrennte
Teilvolumen 24a und 24b aufgeteilt. Das Aufsteckteil
bildet somit zwei Kammern 24a, 24b aus. Die Kam-
mer 24a ist mit einer ersten Indikatorsubstanz 7, die
Kammer 24b mit einer zweiten Indikatorsubstanz 26
partiell gefüllt. Die Indikatorsubstanzen 7, 26 haben
verschiedene Schmelzpunkte. Diese werden in einer
ersten Lage, gezeigt in Fig. 1B, unter ihre Gefrier-
punkte gebracht und erstarren. Das um 180° gedreh-
te Aufsteckteil 21 wird dann auf das gefrorene Kryo-
röhrchen 1 geschoben. Die Vorrichtung aus Kryoröhr-
chen 1 und aufgeschobenem Aufsteckteil 21 ist mit
dem Bezugszeichen 20 bezeichnet. Das Aufsteckteil
21 ist an die Abmessungen des Kryoröhrchens 1 an-
gepasst, so dass es auf eine Mantelfläche des Kryo-
röhrchens aufgeschoben werden kann und diese um-
greift.

[0058] Wurde als erste Indikatorsubstanz 7 eine
Flüssigkeit mit einem Gefrierpunkt bei –80°C und als
zweite Indikatorsubstanz 26 eine Flüssigkeit mit ei-
nem Gefrierpunkt bei –60°C ausgewählt und wurde
das Kryoröhrchen 1 zusammen mit dem Aufsteckteil
21 im Laufe seiner Lagerung bei einer der Entnah-
men und erneuten Einlagerungen oder im Tank auf
eine Temperatur oberhalb –80°C, jedoch unterhalb –
60°C gebracht, dann ergibt sich das in Fig. 2D dar-
gestellte Bild. Die Indikatorsubstanz 26 war zeitwei-
se geschmolzen und ist in den unteren Bereich des
Wandungsvolumens 24b geflossen, während die In-
dikatorsubstanz 7 sich noch im oberen Bereich des
Wandungsvolumens 24a befindet. Auf diese Weise
kann die Änderung der Lagertemperatur nunmehr
eingegrenzt werden. Wäre die Vorrichtung 20 zumin-
dest zweitweise über –60°C erwärmt worden, befän-
den sich beide Indikatorsubstanzen 7, 26 im unteren
Volumen des Aufsteckteils (nicht dargestellt). Ist die
Probe korrekt gelagert worden, zeigt das Aufsteckteil
21 das in Fig. 1C dargestellte Bild.

[0059] Fig. 3 zeigt zwei Varianten eines partiell
flüssigkeitsgefüllten doppelwandigen transparenten
Ringkörpers 31, der ein Innenvolumen 34 zur Aufnah-
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me einer Indikatorsubstanz 7 ausbildet und der ver-
schwenkbar an einem Kryoröhrchen 1 befestigt ist.
Bei der in den Fig. 3A und Fig. 3B gezeigten Varian-
te der Vorrichtung 30 ist der Ringkörper 31 am De-
ckel 3 des Kryoröhrchens 1 verschwenkbar befestigt.
Bei der in den Fig. 3C und Fig. 3D gezeigten Varian-
te der Vorrichtung 30c ist der Ringkörper 31 am Bo-
den 5 des Kryoröhrchens 1 verschwenkbar befestigt.
Die Schwenkachse D verläuft dabei senkrecht zu ei-
ner Längsachse des Kryoröhrchens 1. Der Ringkör-
per kann in eine Vertikalstellung, wie in den Fig. 1A
und Fig. 1C dargestellt, und in eine Horizontalstel-
lung, wie in den Fig. 1B und Fig. 1D dargestellt, ver-
schwenkt werden.

[0060] Eingefroren wird die Vorrichtung 30 bzw.
30c aus Kryoröhrchen 1 und Ringkörper 31 jeweils
mit aufgestelltem Ring (Vertikalstellung), wie es in
Fig. 1A und Fig. 1C gezeigt ist. Die Indikatorflüssig-
keit 7 erstarrt in einem Teilvolumen 33 in der unte-
ren Hälfte des Ringkörpers 31. Es wird betont, dass
die Indikatorsubstanz nicht, wie gezeigt, das halbe
innere Ringvolumen einnehmen muss, sondern dar-
über oder auch darunter liegen kann. Nach dem Er-
starren der Indikatorflüssigkeit 7 wird der Ringkörper
31 an einem Haftteil 36 in die horizontale Position ge-
dreht, wie in Fig. 1B und Fig. 1D gezeigt. Solange
dieses Bild erhalten bleibt, ist die Vorrichtung 30, 30c
bzw. die darin gelagerte Probe 6 nicht wärmer als der
Schmelzpunkt der Indikatorflüssigkeit 7 erwärmt wor-
den. Anderenfalls ist die Flüssigkeit breit geflossen
und befindet sich nun auch zum Teil im Teilvolumen
32, was durch Anschauen, aber auch durch optische
Messungen festgestellt werden kann.

[0061] Fig. 4 zeigt ein weiteres Ausführungsbeispiel,
bei dem ein länglicher Behälter 41, dessen Innenvo-
lumen 44 zum Teil mit der Indikatorsubstanz 7 ge-
füllt ist, an einem Kryoröhrchen 1 um die Drehachse
D verschwenkbar befestigt ist. Die Indikatorsubstanz
7 wird bei schräger oder auch senkrechter Position
des Behälters 41 eingefroren. Anschließend wird der
Behälter 41 mit der gefrorenen Indikatorsubstanz 7,
wie in Fig. 4B gezeigt, nach unten gebogen. Hier-
zu ist der Behälter über ein Biegeteil 46 am Kryo-
röhrchen 1 befestigt. Solange die Indikatorsubstanz 7
in dem oberen Teilvolumen 42 gefroren verbleibt, ist
die Schmelztemperatur nicht überschritten worden.
Wenn die Vorrichtung 40 somit in dem in Fig. 4B
gezeigten Zustand nach einer Kryolagerung vorge-
funden wird, kann daraus geschlossen werden, dass
die Schmelztemperatur der Indikatorsubstanz nicht
überschritten wurde. Diese Vorrichtung 40 eignet sich
besonders gut für eine optische Detektion. So kann
mit einer Messeinrichtung (nicht dargestellt), deren
Messstrahlengang 45 (gestrichelte Linie) auf das un-
tere Teilvolumen 43 des transparenten Behälters 41
gerichtet ist, überprüft werden, ob die Indikatorsub-
stanz 7 aufgrund eines Schmelzvorgangs flüssig wur-
de und dadurch in das untere Teilvolumen 43 geflos-

sen ist. In diesem Fall wird der Messstrahl 45 von der
Indikatorsubstanz absorbiert, was durch eine Unter-
brechung des Messstrahls 45 detektiert werden kann.

[0062] Fig. 5 zeigt schematische Schnittansichten
eines weiteren Ausführungsbeispiels einer Vorrich-
tung 50 zur Temperaturüberwachung einer kryokon-
servierten biologischen Probe. Bei dem Ausführungs-
beispiel ist die Kammer 54 zur Aufnahme der Indi-
katorsubstanz 7 in das Kryoröhrchen 51 integriert.
Das Kryoröhrchen 51 hat wiederum ein Aufnahme-
volumen (Aufnahmezylinder) 2, in das die Biopro-
be 6 gegeben wird, sowie einen Deckel 3. Der De-
ckel hat einen Schaft 8, der in das Aufnahmevolu-
men 2 eingreift. Die Wandung des Aufnahmezylin-
ders 2 ist doppelwandig ausgeführt, aufweisend eine
Außenwandung 52 und eine Innenwandung 53, die
ein Wandungsvolumen 54 ausbildet, in dem sich die
Indikatorsubstanz 7 befindet. Die Vorrichtung 50 mit
der Probe 6 wird nun folgendermaßen eingefroren:
Es erfolgt ein Einfrieren auf eine Temperatur unter-
halb des Gefrierpunktes der Bioprobe 6 (in der Regel
–20°C) in der Position des Kryoröhrchens 51, wie in
Fig. 5A gezeigt. Es ergibt sich der Zustand, wie in
Fig. 5B gezeigt. Die nun gefrorene Bioprobe 6 mit der
noch flüssigen Indikatorsubstanz 7 wird aus der Po-
sition in Fig. 5B durch 180°-Drehung in die Position
wie in Fig. 5C gezeigt versetzt und weiter unter den
Gefrierpunkt der Indikatorsubstanz 7 gekühlt. Ist die
Schmelztemperatur der Indikatorsubstanz 7 z. B. mit
–60°C gewählt worden, dann kann die Probe 6 un-
terhalb dieser Temperatur und nach Erstarrung bei-
der Flüssigkeiten wieder in die Ausgangsposition der
Fig. 5A gebracht werden, woraus sich der Zustand
gemäß Fig. 5D ergibt. Nun befindet sich die gefrore-
ne Indikatorsubstanz 7 oben und die gefrorene Bio-
probe 6 unten im Kryoröhrchen 51. Wird die Schmelz-
temperatur von –60°C überschritten, ist dies daran zu
erkennen, dass sich beide Flüssigkeiten wieder wie
in Fig. 1A dargestellt im unteren Zylinderbereich be-
finden. Auch das kann über eine optische Transmis-
sions- oder Streulichtmessung etc. detektiert werden,
was anhand des gestrichelten Strahlengangs 45 in
Fig. 5D illustriert ist. Für den manuellen Betrieb ist ei-
ne Färbung der Indikatorsubstanz 7 zweckmäßig.

[0063] Die Ansichten der Fig. 6 zeigen sche-
matische Ansichten einer weiteren Vorrichtung 60
zur Temperaturüberwachung einer kryokonservier-
ten biologischen Probe. Eine Besonderheit dieser
Ausführungsvariante liegt darin, dass der Behälter,
der partiell mit einer Indikatorsubstanz 7 gefüllt ist, als
halbringförmiger Hohlkörper 61 ausgeführt ist. Der
Halbringkörper 61 ist an seinen beiden Enden ver-
schwenkbar am Deckel 3 eines Kryoröhrchens 1 be-
festigt, und zwar um eine Drehachse D, die senkrecht
zu einer Längsachse des Kryoröhrchens 1 verläuft. In
der Position der Fig. 6A, in der der Halbringkörper 61
in eine Vertikalstellung verschwenkt ist, wird die Vor-
richtung 60 bis auf die Lagertemperatur eingefroren.



DE 10 2016 005 133 A1    2017.11.02

10/22

Die Indikatorsubstanz 7 fließt noch im flüssigen Ag-
gregatszustand aufgrund der Schwerkraft an die bei-
den tiefsten Stellen im aufgerichteten Halbringkörper
61 und befindet sich somit rechts und links direkt über
der Drehachse D. Dort friert die Indikatorsubstanz 7
ein. Im tiefgefrorenen Zustand wird der Halbringkör-
per 61 dann in eine horizontale Stellung gebracht, wie
in Fig. 6B dargestellt.

[0064] An diesem Halbringkörper 61 kann sehr ein-
fach eine optische Messung von oben vorgenommen
werden, die zeigt, ob sich die Indikatorsubstanz 7
noch in der ursprünglichen Position befindet oder, wie
in Fig. 6C gezeigt, im Ringboden 62 breit gelaufen
ist. In diesem Fall ist der Schmelzpunkt der Indikator-
substanz 7 zu irgendeinem Zwischenzeitpunkt über-
schritten worden. Eine Planseite des Halbringkörpers
61 kann auch verspiegelt sein, so dass der optische
Messstrahl 45 reflektiert wird, wenn die Indikatorsub-
stanz nicht breit gelaufen ist.

[0065] Fig. 7 illustriert anhand eines Ablaufdia-
gramms ein Verfahren zur Temperaturüberwa-
chung einer kryokonservierten biologischen Probe. In
Schritt S1 wird eine Vorrichtung zur Temperaturüber-
wachung bereitgestellt, beispielsweise eine der Vor-
richtungen 10, 20, 30, 30c, 40, 50 oder 60. Hierbei
ist je nach Temperaturgrenzwert, der bei der Kryola-
gerung überwacht werden soll, eine geeignete Flüs-
sigkeit oder ein Flüssigkeitsgemisch als Indikatorsub-
stanz 7 auszuwählen.

[0066] Über die Auswahl geeigneter Flüssigkeiten
und das Mischungsverhältnis von Flüssigkeiten kann
deren Schmelzpunkt auf einen gewünschten Wert in
einem Bereich von –20°C bis –140°C festgelegt wer-
den.

[0067] Beispielhaft ist in Fig. 8A der Verlauf des
Schmelzpunktes als Funktion des Mischungsverhält-
nisses aus einem Alkohol und Wasser angegeben,
mit dem bei moderater Viskositätserhöhung mit abfal-
lender Temperatur ein Temperaturbereich zwischen
0°C und –118°C abgedeckt werden kann. Soll z.
B. ein Temperaturgrenzwert von –118°C überwacht
werden, kann der Ethanol-Anteil auf 93,5% festgelegt
werden. Schmelzpunkte bis zu einem Wert von knapp
unter –60°C können auch durch Zumischung von Ka-
liumhydroxid (KOH) zu Wasser eingestellt werden,
was in Fig. 8B anhand eines Schmelzdiagramms ge-
zeigt ist. Auch eine Mischung aus Waser und Ge-
frierschutzmittel kann als Indikatorsubstanz verwen-
det werden, was durch das Schmelzdiagramm der
Fig. 9A illustriert ist. Die Tabelle der Fig. 9B führt
Gefrierpunkte/Schmelzpunkte weiterer reiner Flüs-
sigkeiten auf, die alleine oder als Mischung mit einer
anderen Flüssigkeit als Indikatorsubstanz verwendet
werden können. Weitere als Indikatorsubstanz geeig-
nete Flüssigkeitsgemische sind Chloroform-Zyklohe-
xan-Gemische oder andere mischbare Flüssigkeiten,

die z. B. aus der Mischbarkeitsmatrix von Lösemitteln
der Fig. 10 entnommen werden können.

[0068] Vornehmlich werden Flüssigkeiten und Plas-
tikmaterialien mit guter Benetzbarkeit und niedriger
Viskosität bei niedrigen Temperaturen ausgewählt,
um die Lageveränderung möglichst umfangreich und
die Zusatzkompartimente klein zu gestalten.

[0069] Falls mehrere Temperaturgrenzwerte bei der
Kryolagerung überwacht werden sollen bzw. falls die
erreichten Temperaturintervalle, in die die Probe ge-
langt ist, genauer eingegrenzt werden sollen, kön-
nen entsprechend mehrere verschiedene Indikator-
substanzen mit verschiedenen Schmelzpunkten ver-
wendet werden, die dann in verschiedenen Kammern
am Probenbehälter angebracht werden.

[0070] In Schritt S2 wird dann die Indikatorsubstanz
in der Kammer eingefroren, wobei die Kammer wäh-
rend des Einfrierens der Indikatorsubstanz in eine
erste Lage gebracht wird. Bei verschiedenen Indika-
torsubstanzen und mehreren Kammern werden die-
se analog jeweils in die erste Lage gebracht und ein-
gefroren.

[0071] Danach wird in Schritt S3 die mindestens eine
Kammer mit der gefrorenen Indikatorsubstanz in ei-
ne zweite Lage gebracht und, falls die Kammer noch
nicht am Probenbehälter angeordnet ist, an diesem
angeordnet. Die zweite Lage verändert die räumliche
Lage der gefrorenen Indikatorsubstanz zumindest so
weit, dass ein Schmelzen nach der Lageveränderung
zu einer sichtbaren Verlagerung der Flüssigkeit oder
ihrer Begrenzungsgeometrie in der Kammer führt.

[0072] In diesem Zustand kann die Vorrichtung mit
einer Kryoprobe im Aufnahmeraum des Proben-
behälters bei einer Lagertemperatur unterhalb der
Schmelztemperatur gelagert werden (Schritt S4).

[0073] Nachfolgend kann mittels der Indikatorsub-
stanz zu einem beliebigen Zeitpunkt während des La-
gervorgangs überprüft werden, ob eine unerwünsch-
te, wenn auch nur zeitweise Erwärmung der Kryo-
probe stattgefunden hat. Hierzu wird geprüft, ob ei-
ne durch einen Schmelzvorgang verursachte zumin-
dest teilweise Verlagerung und/oder Formänderung
der Indikatorsubstanz(en) stattgefunden hat. Ist dies
der Fall, kann auf ein Überschreiten der zu überwa-
chenden Grenztemperatur(en) geschlossen werden.

[0074] Obwohl die Erfindung unter Bezugnahme auf
bestimmte Ausführungsbeispiele beschrieben wor-
den ist, ist es für einen Fachmann ersichtlich, dass
verschiedene Änderungen ausgeführt werden kön-
nen und Äquivalente als Ersatz verwendet werden
können, ohne den Bereich der Erfindung zu verlas-
sen. Folglich soll die Erfindung nicht auf die offenbar-
ten Ausführungsbeispiele begrenzt sein, sondern soll
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alle Ausführungsbeispiele umfassen, die in den Be-
reich der beigefügten Patentansprüche fallen. Insbe-
sondere beansprucht die Erfindung auch Schutz für
den Gegenstand und die Merkmale der Unteransprü-
che unabhängig von den in Bezug genommenen An-
sprüchen.

Bezugszeichenliste

1 Probenbehälter, z. B. Kryoröhrchen
2 Aufnahmevolumen
3 Deckel
4 Eingriff
5 Boden
6 Bioprobe, z. B. Zellsuspension
7 Indikatorsubstanz
8 Schaft
10 Vorrichtung zur Temperaturüberwachung
11 Kappe
12 Außenwandung
13 Innenwandung
14 Wandungsvolumen
15 Kappenspitze
16 Unterer Kappenbereich
20 Vorrichtung zur Temperaturüberwachung
21 Doppelwandiges Aufsteckteil
22 Außenwandung
23 Innenwandung
24 Wandungsvolumen
24a Teilvolumen
24b Teilvolumen
25 Trennwand
26 Zweite Indikatorsubstanz
30 Vorrichtung zur Temperaturüberwachung
30c Vorrichtung zur Temperaturüberwachung
31 Ringkörper
32 Erstes Teilvolumen
33 Zweites Teilvolumen
34 Innenvolumen
36 Haftteil
40 Vorrichtung zur Temperaturüberwachung
41 Behälter
42 Erstes Teilvolumen
43 Zweites Teilvolumen
44 Innenvolumen
45 Messstrahl
46 Biegeteil
50 Vorrichtung zur Temperaturüberwachung
51 Behälter, z. B. Kryoröhrchen
52 Außenwandung
53 Innenwandung
54 Wandungsvolumen
60 Vorrichtung zur Temperaturüberwachung
61 Halbringkörper
62 Halbringboden
63 Drehachse
64 Innenvolumen
D Drehachse

Patentansprüche

1.    Vorrichtung (10; 20; 30; 30C; 40; 50; 60)
zur Temperaturüberwachung einer kryokonservier-
ten biologischen Probe (6), umfassend
a) einen Probenbehälter (1; 51) mit einem Aufnahme-
raum (2) zur Aufnahme einer biologischen Probe (6);
und
b) mindestens eine Kammer, deren Innenraum mit
dem Aufnahmeraum (2) nicht fluidisch verbunden ist
und lediglich zum Teil mit einer Indikatorsubstanz (7)
gefüllt ist, deren Schmelztemperatur in einem Bereich
von –20°C bis –140°C liegt.

2.  Vorrichtung nach Anspruch 1, gekennzeichnet
durch eine Mehrzahl von Kammern, die jeweils le-
diglich zum Teil mit einer Indikatorsubstanz (6; 26),
deren Schmelztemperatur in einem Bereich von –
20°C bis –140°C liegt, gefüllt sind, wobei die Indika-
torsubstanzen (6; 26) in den Kammern unterschiedli-
che Schmelztemperaturen aufweisen.

3.  Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass eine Kammerwandung an
mindestens einer Stelle transparent oder semi-trans-
parent ist.

4.    Vorrichtung nach einem der vorhergehenden
Ansprüche, gekennzeichnet durch eine Messeinrich-
tung, die ausgebildet ist, eine Lage der Indikatorsub-
stanz (6) in der mindestens einen Kammer zu erfas-
sen.

5.    Vorrichtung nach einem der vorhergehenden
Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass die In-
dikatorsubstanz einen Indikatorzusatz enthält, der ei-
ne Detektierbarkeit einer physikalischen Eigenschaft
der Indikatorsubstanz erhöht, wobei der Indikatorzu-
satz beispielsweise ein Farbstoff ist.

6.  Vorrichtung nach Anspruch 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die mindestens eine Kammer durch
einen Behälter (11; 21; 31; 41; 61) mit einem (14; 34;
44; 64) oder mehreren Hohlräumen (24a, 24b) gebil-
det wird, der lösbar oder verschwenkbar am Proben-
behälter (1) befestigt ist.

7.  Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Behälter (11; 31; 41; 61) an einem
Längsende des Probenbehälters (1) verschwenkbar
befestigt ist.

8.  Vorrichtung nach Anspruch 6 oder 7, dadurch
gekennzeichnet, dass der Behälter (41) durch ein
verbiegbares Teil (46) verschwenkbar am Probenbe-
hälter (1) befestigt ist.

9.    Vorrichtung nach einem der Ansprüche 6 bis
8, dadurch gekennzeichnet, dass der Behälter (31;
41; 61) um eine Drehachse (D), die senkrecht zu
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einer Längsachse des Probenbehälters (1) ist, ver-
schwenkbar am Probenbehälters (1) befestigt ist.

10.  Vorrichtung nach einem der Ansprüche 6 bis
9, dadurch gekennzeichnet, dass der Behälter (31;
61)
a) halbringförmig oder ringförmig ausgeführt ist; und
b) in eine erste Schwenkstellung, in der er koaxial zur
einer Längsachse des Probenbehälters angeordnet
ist, und in eine um mindestens 45°, vorzugsweise um
90°, gegenüber der ersten Schwenkstellung gedrehte
zweite Schwenkstellung bringbar ist.

11.  Vorrichtung nach einem der Ansprüche 6 bis 9,
dadurch gekennzeichnet,
a) dass der Behälter (41) ein länglicher Hohlkörper
ist, der an einem Längsende des Probenbehälters (1)
mittelbar oder unmittelbar am Probenbehälter (1) ver-
schwenkbar befestigt ist; und/oder
b) dass der Behälter (41) in eine erste Schwenkstel-
lung bringbar ist, in der eine Längsachse des Be-
hälters parallel zu einer Längsachse des Probenbe-
hälters verläuft, und in eine zweite Schwenkstellung
bringbar ist, die im Vergleich zur ersten Schwenkstel-
lung um mindestens 45° gedreht ist.

12.    Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die mindestens eine Kammer
durch ein doppelwandiges Aufsteckteil (11; 21) gebil-
det ist.

13.  Vorrichtung (10) nach Anspruch 12, dadurch
gekennzeichnet, dass das doppelwandige Aufsteck-
teil (11) eine doppelwandige Kappe ist, die an einem
Längsende des Probenbehälters (1) auf diesen auf-
steckbar ist.

14.  Vorrichtung nach einem der Ansprüche 6 bis
13, dadurch gekennzeichnet, dass der Probenbe-
hälter (1) einen Deckel (3) zum Verschließen des Auf-
nahmeraums (2) aufweist und dass der Behälter (11;
31; 41; 61) am Deckel (3) lösbar oder verschwenkbar
befestigt ist.

15.  Vorrichtung nach einem der Ansprüche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass der Aufnahmeraum
des Probenbehälters (51) zur Ausbildung der mindes-
tens einen Kammer doppelwandig mit einer Innen-
wandung (53) und einer Außenwandung (52) aus-
geführt ist, wobei ein Zwischenraum (54) zwischen
der Innenwandung (53) und der Außenwandung (54)
zum Teil mit der Indikatorsubstanz (7) gefüllt ist.

16.   Vorrichtung nach einem der vorhergehenden
Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass der Pro-
benbehälter (1; 51) ein Kryoröhrchen ist.

17.    Vorrichtung nach Anspruch 12 und 16, da-
durch gekennzeichnet, dass das doppelwandige
Aufsteckteil (21) auf eine äußere Mantelfläche des

Kryoröhrchens (1) aufsteckbar, aufklebbar oder auf-
schiebbar ist und diese im aufgesteckten Zustand da-
bei zumindest teilweise umgreift.

18.    Verfahren zur Temperaturüberwachung von
kryokonservierten Proben, umfassend die Schritte:
a) Bereitstellen einer Vorrichtung zur Temperatur-
überwachung nach einem der vorhergehenden An-
sprüche (S1);
b) Einfrieren der Indikatorsubstanz(en), wobei die
mindestens eine Kammer
– während des Einfrierens der Indikatorsubstanz(en)
in eine erste Lage gebracht wird (S2) und
– danach in eine zweite Lage gebracht wird, in der ein
Schmelzen der Indikatorsubstanz(en) durch den Ein-
fluss der Schwerkraft zu einer zumindest teilweisen
Verlagerung und/oder Formänderung der Indikator-
substanz(en) in der mindestens einen Kammer führt
(S3).

19.    Verfahren nach Anspruch 18, dadurch ge-
kennzeichnet, dass eine Substanz als Indikatorsub-
stanz ausgewählt wird, deren Schmelztemperatur ei-
ner vorbestimmten Grenztemperatur, deren Über-
schreiten überwacht werden soll, entspricht.

20.  Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, gekenn-
zeichnet durch
a) das Lagern der Vorrichtung mit einer kryokonser-
vierten Probe in dem Probenbehälter, wobei die min-
destens eine Kammer in der zweiten Lage am Pro-
benbehälter angeordnet ist (S4); und
b) das Feststellen, ob eine durch ein zeitweises Über-
schreiten der Schmelztemperatur der Indikatorsub-
stanz erfolgte zumindest teilweise Verlagerung und/
oder Formänderung der Indikatorsubstanz(en) statt-
gefunden hat (S5).

Es folgen 10 Seiten Zeichnungen
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