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ACHTUNG

WENN SIE PROPAN, ATHAN ODER ANDERE BRENNBARE SEKUNDARE KRYOGENE VERWENDEN
UND SICH DIESE IM FLOSSIGEN ODER GASFORMIGEN ZUSTAND IM RAUM BEFINDEN,
BEACHTEN SIE BITTE FOLGENDES:

RAUCHEN SIE GRUNDSATZLICH NICHT

VERWENDEN SIE KEIN OFFENES FEUER ODER LICHT.

LESEN UND BEACHTEN SIE DIE
SICHERHEITS-ANWEISUNGEN
AUF SEITE 5 ff.

OBWOHL DIESES GERAT ALLE BEKANNTEN SICHERHEITSVORSCHRIFTEN ERFULLT, SETZEN
SIE SICH VOR DER ERSTEN INBETRIEBNAHME BITTE MIT IHREM ZUSTANDIGEN SICHER-
HEITSINGENIEUR IN VERBINDUNG.

Wir sind dauernd bemiiht, unsere Erzeugnisse immer weiter zu vervollkommnen,
um den Anspriichen der modernsten Untersuchungstechniken gerecht zu werden
und neuen Methoden die Wege zu weisen. Dieses Bestreben bedingt fallweise
Anderungen am mechanischen und optischen Aufbau. Alle Beschreibungen und
Abbildungen in Katalogen und Gebrauchsanweisungen, wie alle zahlenmdBigen
Angaben iber den mechanischen Aufbau und iiber die optischen Daten unserer
Instrumente sind daher unverbindlich.
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VORSICHTSMASSNAHMEN BEI DER KRYOPRAPARATION

Bei der Beachtung der wesentlichen VorsichtsmaBnahmen sowie bei der
Verwendung des heute iiblichen Instrumentariums besteht kein Sicher-
heitsrisiko bei der Ausfilhrung von Kryoprdparationen. Achten Sie je-
doch darauf, daB die wenigen entscheidenden Regeln, die nachfolgend zu-
sammengestellt sind, von allen mit der Kryofixationseinrichtung KF 80
sowie mit den dazu notwendigen Kryopraparationen BefaBten bei der Arbeit
beachtet und eingehalten werden.

BEI DER ARBEIT MIT FLUSSIGEM STICKSTOFF (LN2) IST ZU BEACHTEN

1.

LN2 ist extrem kalt und siedet bei -196°C. Stickstoffgas (GN2) entweicht
daher ebenfalls mit sehr niederen Temperaturen aus dem siedenden LN2.
Beachten Sie, daB sowohl LN2 und GN2 wie Gegenstédnde, die mit LN2 oder
kaltem GN2 in Kontakt stehen (z.B. Rohrverbindungen, Ventile, Schlduche,
Behdlter oder Stopfen), schwere Kdlteschdden hervorrufen kénnen, z.B.
Frostblasen und Verbrennungen auf der Haut und Augen.

LN2 dehnt sich beim Verdampfen etwa im Verhdltnis 1 : 700 aus. Aus 1 Liter
entsteht demnach fast 1 m3 Stickstoffgas (GN2). Achten Sie daher darauf, daB
beim Verdampfen grdBerer Stickstoffmengen (z.B. beim Umfilllen von LN2) der
Raum stets gut beliiftet ist. LN2-Reste diirfen aus Behdltern nur im Freien
entfernt werden: ZweckmdBig ist ein AusgieBen in eine mit Kies gefiillte

Grube oder in einen mit Kies gefiillten Behdlter, wo LN2 rasch und gefahr-

los verdampft.

Stickstoffgas (GN2) ist geruchlos und geschmacklos und unterscheidet sich
daher beim Einatmen nicht von Luft. GN2 selbst ist nicht gesundheitsschddi-
gend. Trotzdem reduziert ein héherer GN2-Gehalt der Luft (Normalgehalt etwa
78 % GN2 neben 21 % Sauerstoff) den Sauerstoffgehalt und bewirkt dadurch ohne
vorangehende Symptome (z.B. Schwindelgefiihl, Benommensein) unmittelbar Ohn-
macht und tiefe BewuBtlosikeit: Soweit Unklarheit (iber den Sauerstoffanteil
der Luft besteht, wird die Anwendung eines Gasanalysators mit einem Anzeigen-
bereich von 0 bis 25 % Sauerstoff empfohlen. Eine Gefahr besteht, wenn der
Sauerstoffgehalt unter 18 % absinkt. Verbleibt eine bewuBtlose Person

in der sauerstoffarmen Umgebung, so kann der Tod eintreten.

IM ERNSTFALL SOFORT ARZT UND KRANKENWAGEN VERSTANDIGEN!

BEI AUSETZEN DER ATMUNG SOFORT KUNSTLICH BEATMEN!

4.

5.

Stellen Sie den LN2-Behdlter aus den dargelegten Griinden niemals in ge-
schlossene Abstellriume oder Kammern. Die Abdampfrate von Dewargeféfen

kann bei Defekten infolge unsachgemdBter Handhabung (StoB oder mechanische
Beschddigung) sowie durch natiirlichen VerschleiB bei langjdhrigem Gebrauch
auf mehrer Liter/Tag ansteigen und in geschlossenen Réumen zu einer gefdhr-
lichen Reduktion des Sauerstoffanteils der Luft fiihren.

Bedenken Sie, daB vom KF 80-System bei normalem Betrieb ca. 1 Liter LN2 pro
Stunde verdampft werden. Diese Menge entspricht etwa 1 m3 GN2/h. Halten Sie
den Arbeitsraum deshalb stets gut beliiftet und beachten sie die Hinweise der
vorangehenden Punkte 2 und 3.



6. 0Oben Sie groBte Vorsicht, wenn Sie raumwarme Gegenstdnde mit LN2 in Beriihrung
bringen. Es bildet sich hierbei zundchst eine isolierende Gasschicht aus, die
einen grdoBeren Warmetransfer ausschlieBt. In dieser Periode verdampft ver-
gleichsweise wenig LN2. Sowie sich jedoch der eingebrachte Gegenstand abge-
kiihlt hat, tritt ein oftmals nicht mehr erwartetes starkes Sieden und Ver-
spritzen von LN2 auf.

7. Vermeiden Sie beim Hantieren mit LN2 Schutzbrillen wie (a), Stiefel wie
(c), geschlossenes Schuhwerk wie (e) und Schutzhandschuhe wie (g), aus
denen eingetretener LN2 nicht sofort wieder entweichen kann. Der durch Ver-
spritzen in eine geschlossene Schutzbrille wie (a) eingedrungene LN2 verdampft
augenblicklich und filhrt zu starken Verbrennungen, bevor ein Abnehmen oder
Ziehen gelingt. Verwenden Sie daher stets ausschlieBlich oben und insbesondere
UNTEN OFFENE SCHUTZBRILLEN wie (b) MIT SEITLICHER ABDECKUNG, aus denen LN2 so-
fort wieder austreten kann. Verwenden Sie Stiefeln nur, wenn lange lockere
(NICHT ENGE) Hosen DARUBER sitzen wie (d) und diesen Spalt komplett abdecken.
Tragen Sie im Labor nur offene Slipper wie (f), keine geschlossene Halbschuhe
oder Pumps. Tragen Sie zu den offenen Sandalen ausschlieBlich Hosen, die ohne
Umschlag glatt enden, so daB verspritzter LN2 glatt ablaufen kann. Nehmen Sie
beim UmgieBen von LN2 oder beim Einbringen des Dewarkopfes in den Dewar keines-
falls Schutzhandschuhe, sondern héchstens ein offenes Flanelltuch (h), das Ihre
Hidnde gegen Kaltteile isoliert. Asbesthandschuhe sind auschlieBlich zum An-
greifen trockener kalter Teile, nicht zum Hantieren mit LN2 geeignet.

8. Spililen Sie bei Verbrennungen durch verspritzendes LN2 sofort die betroffenen
Hautpartien ausgiebig mit korperwarmen Wasser. Suchen Sie bei stdrkeren Ver-
brennungen sofort danach einen Hautarzt auf.

SUCHEN SIE BEI LN2-EINWIRKUNG AUF EIN AUGE SOFORT EINEN AUGENARZT AUF, NACH-

DEM SIE DAS AUGE VORHER AUSGIEBIG MIT HANDWARMEN WASSER GESPULT HABEN!

9. Verwenden Sie nach Mdglichkeit im Laborbetrieb keine DewargefédBe aus Glas, ins-
besondere keine Glasdewars mit einem Inhalt iiber 1 1. Glasdewars bersten oft
ohne ersichtlichen Grund oder bei unbeabsichtigt unsachgemdBer Hand-
habung, die nicht immer ausgeschlossen werden kann (Beriihrung mit Metallinstru-
menten etc.). Arbeiten Sie nicht ohne eine OFFENE Schutzbrille mit LN2 in einem
Glasdewar. Ersetzen Sie nach M8glichkeit Glasdewars durch Metallbehdlter.
Achten Sie darauf, daB derartige MetallgefdBe speziell als Vorratsbehdlter
filr L2 gekennzeichnet sind, da nur diese Behdlter eine risikofreie Aufbe-
wahrung von LN2 gewdhrleisten. Fiir die tdglichen Prdparationsarbeiten sind
Metal lwannen (1 cm Styropor-Isolation), Styroporbehdlter oder Kunststoff-
wannen +) ausgezeichnet geeignet und ermdglichen eine vollkommen risiko-
lose Prdparation.

10. Uberpriifen Sie regelmdBig in jedem Quartal die Abdampfrate Ihrer Metall-Dewar-
gefdBe und vergleichen Sie die gemessenen Abdampfraten mit den von der Firma
angegebenen Werten. Die Abdampfrate eines intakten Metalldewars liegt bei ein-
wandfreier Beschaffenheit erheblich unter 1 Liter LN2/Tag. Defekte GefdBe mit
hoherer Abdampfrate sind ein Sicherheitsrisiko und sollten daher entweder aus-
sortiert oder repariert werden.

+)Kunststoffwannen fiir LN2-Prédparationen liefert in unterschiedlichen Dimensionen
und Ausfilhrungen sowie nach MaBgabe der Firma Kurt Migge GmbH., Am Taubenfeld 31,
D-6900 Heidelberg-Wieblingen.






11. Normale DewargefdBe wie der Metalldewar 25 LD des KF 80-Systems sind keine
Druckbehdlter: Verschliefen Sie daher derartige DewargefdBe ausschlieBlich
mit den hierfiir vorgesehenen Stopfen (Skizze A, unten), welche einen hin-
reichend groBen Spalt zum plétzlichen Abdampfen von GN2 aufweisen und locker
auf dem Dewarhals aufliegen. Achten Sie durch laufende Kontrollen, daB sich
der Stopfen nicht durch Eisniederschldge festsetzt (Skizze B). Verschliefen
Sie niemals ein DewargefdB durch selbst hergestellte Verschliisse (Skizze C).
Ein gasdicht verschlossenes DewargefdB kann bei Erschiitterungen oder beim
Bewegen (Transport) explosionsartig GN2 freisetzten und dabei platzen. Hierbei
wird dann (u.U. in einem Fahrzeug) auf einmal der gesamte LN2 verdampft
(25 Liter LN2 = 20 m3 GN2!). Ein sachgerechter Stopfen "steigt" bei einem
Bewegen des Dewars und dem dadurch hervorgerufene plétzlichen Verdampfen
einer groBeren LN2-Menge im Hals hoch und gibt den Weg fiir die entsprechenden
GN2-Mengen frei (Skizze D). Die hierbei eventuell mit austretende geringe LN2-
Menge stellt kein wesentliches Sicherheitsrisilo dar.

HINWEIS: Der VerschluB des DewargefdBes mit dem Dewarkopf der Nachfiillautomatik
der KF 80 ist im Hinblick auf die doppelte Sicherung durch die Steigleitung

mit stromlos-offenem Magnetventil und das auf einen Druck von 35 bar einge-
stellte Uberdruckventil amtlich gestattet. Der Aufbau eines schddlichen Drucks
im Dewar wird durch die beiden MaBnahmen praktisch ausgeschlossen.

Lose Auflage Eisniederschlag




12.

13.

14.

Lassen Sie LN2 nicht in offenen GefdBen im Austausch mit der Raumatmosphdre
stehen. Der Siedepunkt von LN2 (-196°C) liegt tiefer als der Siedepunkt von
verflissigtem Sauerstoff (-183°C). Bei hinreichenden Austauschflédchen wird

Sauerstoff aus der Luft im Austausch gegen Stickstoff aufgenommen. LN mit

einem hohen Flilssig-Sauerstoff-Gehalt bekommt eine schwach blduliche Farbe.
In diesem Fall ist Vorsicht geboten, weil angereicherter Fliissig-Sauerstoff
heftige Verbrennungsprozesse begiinstigt.

Achten sie darauf, daB in Ihr DewargefdB ausschlieBlich LN2 eingefiillt
wird. Bringen Sie bei der Befiillung in einer zentralen Verteilerstelle
deutlich sichtbar die Beschriftung "NUR FLUSSIGSTICKSTOFF" oder der-
gleichen an. Achten Sie auf die Farbe des Kryogens: EINE BLAULICHE

FARBUNG ZEIGT EINEN ERHEBLICHEN SAUERSTOFFANTEIL AN (vgl. vorangehenden
Punkt) Flissig-Sauerstoff reichert sich bei ldngerer Lagerung an, da er mit
-183°C einen hbheren Siedepunkt als LN2 (196°C) aufweist.

Fiilllen Sie ein DewargefdB niemals bis zum Hals mit LN2 (Skizze A). Im Fall
eines Siedeverzugs besteht die Gefahr, daB die sich sehr rasch vergriBernden
Gasblasen den im Hals befindlichen LN2 herausschleudern (Skizze B). Achten
Sie daher, daB der LN2-Spiegel stets unterhalb des Halsabschnitts liegt
(Skizze C). Beachten Sie dabei, daB meistens die Ldnge L der Verschalung

von der Ldnge L des Dewarhalses abweicht!

LN2 Spiegel LN2 Spiegel




BEI DER ARBEIT MIT PROPAN IST ZUSATZLICH ZU DEN BEHORDLICHEN SICHERHEITSVOR-
SCHRIFTEN +) FOLGENDES ZU BEACHTEN

15. Gasformiges Propan ist schwerer als Luft, sinkt daher zu Boden und bildet im
Kellerrdumen explosive Propan/Luft-Gemische. Die Anwendung von Propan in
Kellerrdumen ist daher untersagt. Liegen die Arbeitsrdume im ErdgeschoB oder
in einem ObergeschoB, so flieBen kleine Propangasmengen durch die TUrritzen
ab und stellen keine Gefahr dar.

16. Beim Verfliissigen von Propan mit LN2 darf kein offenes Feuer (Bunsenbrenner)
‘ im Raum unterhalten werden, da sich Propanddmpfe rasch entziinden und Propan
im verfliissigten Zustand auch bei tiefen Temperatur (-190°C) leicht entziindlich
ist und mit hoher Stichflamme brennt.

17. Propangasflaschen niemals zur Entnahme fliissigen Propans auf den Kopf stellen.
Entweichendes fllssiges Propan verdampft in diesem Fall bei Raumtemperatur in
erheblichem Umfang. Das entstehende Propan/Luft-Gemisch ist hochexplosiv und
kann durch einen kleinen Funken eines Elektrogerits (z.B. Schalter) geziindet
werden.

Flissiges Propan

\

18. Schiitzen Sie sich sorgfélltig vor verspritzten Propan bei der Immersions-Kryo-
fixation: Propan erzeugt durch seinen relativ geringen Dampfdruck auf der Haut,
insbesondere aber an den Augen, erheblich stadrkere Verbrennungen als LN2, das
sofort verdampft. Verwenden Sie stets ein Schutzschild bei der Immersions-Kryo-
fixation. Setzen Sie zusdtzlich eine Schutzbrille auf. Soweit tiefgekiihltes
Propan auf die Haut oder auf die Augen trifft, betroffene Korperpartie sofort
ausgiebig mit kérperwarmem Wasser spiilen und einen Arzt aufsuchen.

+)Nachdem fiir verschiedene Ldnder unterschieliche Sicherheitsvorschriften gel-
ten und die gegebenen Vorschriften von verschiedenen Institutionen unterschied-
lich gehandhabt werden, empfehlen wir vor dem Gebrauch von Propan dringend eine
Anfrage beim zustdndigen Sicherheitsingenieur.

- 10 -



1.1

1.2

1.2.1

AUFSTELLEN UND INBETRIEBNAHME
BASISGERAT (1)

Vor dem AnschlieBen des Basisgerdts (1) an die elektrische Spannung (4) kon-
trollieren Sie die Spannungsangabe des Spannungswahlschalters (3) an der
Gerate-Riickwand (2).

Setzen Sie den Lampenhalter (5) so in die Fassung (6) ein, daB die Inbus-
schraube (7) in die Orientierungsnut (8) paBt. Fixieren Sie die Inbusschraube
(7) mit($i?em 2 mm Inbusschlissel und verbinden Sie den Stecker (9) mit dem
Sockel (14).

o

INDNORRRUERRD o TELDDEDEDELEDREDVRRAAT)
v | 40,6050 | 22026028
AAT 2AT

, W0g e o ®
/ SunTomam iy . (R

=
VA
Hz

INJEKTOR-TRAGER
Wdhlen Sie den geeigneten Injektor-Trédger aus.
INJEKTOR-TRAGER SH (13) FOR PRAPARAT-STIFTE

Dieser Trdger wird zur Immersions-Kryofixation von Pré&parat-Bléckchen (15)
auf Prdparat-Stiften (16,17) und (21) fiir Suspensions-Mikrotropfen verwendet.




1.2.2 INJEKTOR-TRAGER BG (22) (bare grid) FUR PINZETTE

Dieser Injektor-Tradger wird fUr die Injektion von Suspensionen (23) auf
einem unbefilmten Netz (24), in einer Drahtdse (25) oder als Sandwich-Prd-
parat (26) verwendet.

22 119 26 23 119 24 23 119 25 23

1.2.3 MONTAGE DER INJEKTOR-TRAGER

Drehen Sie die Montage-Platte (27) in die Arbeitsposition, d.h. der gefe-
derte Entriegelungsknopf (28) zeigt nach links, der Klemmhebel (29) nach
rechts. Schieben Sie den ausgewdhlten Injektor-Trdger von vorn bis zum End-
anschlag auf die Montageplatte und fixieren Sie diese durch Drehen des
Klemmhebels (29) im Uhrzeigersinn.

- 12 -



1.3 ZUBEHOR
1.3.1 STEREOMIKROSKOP

Wenn nétig (z.B. fiir die bare-grid-Methode), kann ein STEREOSTAR-Mikroskop
(38) mittels des Mikroskop-Trdgers (39) und des Schwenkarms (40) am Basis-
gerdt- (1) montiert werden. Dazu l8sen Sie zundchst die Schrauben (41) und
trennen den Mikroskop-Trdger (39) vom Schwenkarm (40), indem Sie die Achse
(42) aus dem Schwenkarm (40) herausziehen. Offnen Sie das Gelenk des Schwenk-
arms (40) so, daB der Arm gerade ist (180°). Setzten Sie die beiden Inbus-
schrauben (43) ein und schrauben Sie diese in die beiden Gewindebohrungen
(44) am Sockel des Basisgrdtes fest. SchlieBen Sie den Schwenkarm, indem

Sie den Oberteil von rechts nach links bewegen und setzen Sie die Achse (42)
des Mikroskop-Trdgers so in die Offnung (45) ein, daB die Fokussierkndpfe
zum Benutzer weisen. Setzen Sie das Mikroskop so in den Trédger ein, daB

die Okulare nach oben zeigen und befestigen Sie es mit der Schraube (47).
Die H8he des Mikroskops wird bei getffneter Schraube (41) mit der Réndel-
hiilse (48) eingestellt. Fixieren Sie die Schraube (41) wieder. Bei der Ar-
beit 148t sich die HShe des Mikroskop durch Schwenken den Trdgers (39)

gegen seine Achse(42) justieren.

44 43 44 43 47 38

QX /]
) \s’ e / /’/
S —
“]‘-\ —«l@’ | c)‘ \NAE / / /
e wl s
< =x—T1r1 , ;
0))))“—_"__‘. e p—— !
e ——— 43 40 42 45 4

f
\

Fokussiert wird mit den

Kndpfen (46). Wenn das Mikros-
kop nicht gebraucht wird,

kann es mit dem Schwenkarm (40)
auf die rechte Seite geschwenkt
werden.

- 13 -



1.3.2

2.1.1

KYROTRANSFER-EINRICHTUNG

Fiir die "bare-grid"-Methode wird eine Kyrotransfer-Einrichtung bendtigt.

Sie wird nach Lésen der Schrauben (50) und Entfernen des Deckels (49) an

der Schleusentffnung des Basisgerdts befestigt. Weitere Informationen er-
halten Sie von den Herstellern der Kryotransfer-Einrichtung.

\.
\

49 50
IMMERSIONS-KRYOFIXATION (plunge freezing)

VORBEREITUNG DES GERATES

WICHTIG: Vor dem Herunterkilhlen des Gerdtes soll ein kurzes Ausheizen
durchgefiihrt werden, um alle Restfeuchtigkeit im Gerdt zu verdampfen.
Wenn dieses erste Ausheizen ausgelassen wird, ist unter Umstdnden keine
Kryogen-Verfliissigung méglich. In diesem Fall ist ein vollstdndiger Aus-
heiz-Zyklus notwendig (ca. 2 Stunden mit automatischer Endabschaltung;
siehe auch Abschnitt 2.4 ABSCHLUSS DER KRYO-ARBEIT).

ERSTES AUSHEIZEN

Driicken Sie den griinen Hauptschalter (51) auf der Bedienungs-Frontplatte
(52). Driicken Sie die Heiztaste H (53) und schalten Sie das akustische
Signal mit dem groBen Anzeigen-Schalter (130) aus. Warten Sie 5 Minuten.
Stellen Sie den Kryogen-Behdlter (33) auf der linken Seite des Basisgerdtes
(1) unter oder vor die Arbeitsfldche. Verbinden Sie den Kryogen-EinlaB-
Stutzen (31) des Basisgerdtes und das Reduzier-Ventil (32) des Kryogen-Be-
hilters (33) mit dem flexiblen Silikon-Schlauch (30). Offnen Sie das Redu-
zierventil, spiilen kurz mit trockenem warmen Kryogengas und schlieBen Sie
das Ventil wieder.

Schalten Sie die Heizung durch Driicken des Hauptschalters (51) aus. (Der
Schalter H (53) springt beim Driicken des Hauptschalters (51) heraus!) Off-
nen Sie den schwarzen Deckel (71) des Verfliissigers nach links mit einem
Holzstdbchen (95). Schalten Sie das Licht mit dem Schalter L (72) ein. Setzen
Sie das Kryogen-Rohrchen (68) mit dem Manipulator (69) in die Offnung des
Verfliissigers (70) ein.

- 14 -



ACHTUNG: Der Manipulator (69) steht unter Federvorspannung und &ffnet sich,
wenn die beiden geriffelten Griffe zusammengedriickt werden, und schlieft
sich beim Loslassen.

52 130 72 53 51

75

68

=1 0
-
.u =_. -
QM e
P m—— -
—— =

Die beiden blanken Metallplittchen (94) werden in die Rille des Behdlters
(68) eingefiihrt, indem die beiden Arme des Manipulators zusammengedrickt
werderi. Beim Loslassen rasten die beiden Metallarme in der Rille (75) ein.
Nach Drehung um 90° wird der Manipulator (69) mit dem Kryogenbehdlter (68)
an den festen, nicht geriffelten Seiten festgehalten und der Behdlter (68)
bis zum Anschlag in die Offnung des Verflilssigers (70) eingeschoben. Wenn
der Schlitz (73) iiber dem oberen Rand des Behdlters sichtbar wird, ist er
korrekt eingesetzt. Der Manipulator (69) wird nach Zusammendricken der Arme
herausgezogen.
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2.1.2
2.1.2.1

HERUNTERKUHLEN DES GERATES
AUTOMATISCHES NACHFULLEN VON LN2 UND KRYOGENVERFLUSSIGUNG

Als Zusatz zum Basisgerdt (1) ist eine automatische Nachfiilleinrichtung (10)
erhdltlich. Wenn zum Betrieb der KF 80 eine bereits vorhandene
Nachfilleinrichtung von einem REICHERT-JUNG Gefrierschneidsystem FC 4
verwendet werden soll, so muB zunichst eine gedruckte elektrische Karte

vom autorisierten Service in das Basisgerdt (1) eingebaut werden. Bei Ver-
wendung der automatischen Nachfllleinrichtung wird das Basisgerdt am besten
so am linken Rand eines Arbeitstisches aufgestellt, daB noch geniigend

Platz fir das Dewargef# (54) neben dem Tisch bleibt. Wenn der Platz neben
dem Tisch nicht fiir das DewargefdB ausreicht, so kann dieses auch vor dem
Tisch in der Nihe der linken Seite des Basisgerdts (1) aufgestellt werden.
Stellen Sie das DewargefdB (54) auf den Rolluntersatz (55) und &ffnen Sie
den Deckel (56). Filllen Sie den Dewar (54) bis etwa 15 cm unter den oberen
Rand mit flissigem Stickstoff (LN2). Setzen Sie die Nachfiilleinrichtung

(10) erst in den Dewar (54) ein, nachdem Sie sich davon (berzeugt haben, daB
der Dichtungsring (57) richtig an der Unterseite des Flansches (58) sitzt
und daB der Schraubdeckel (59) mit dem dazugehérigen Dichtungsring (60)
vollstdndig geschlossen ist.

Stecken Sie den Vielfachstecker (11) in die Buchse (12) an der Gehdus-Rlck-
wand (2) des Basisgerdts (1). Verbinden Sie den LN2-AuslaB (36) der Nachflll-
einrichtung (10) und den LN2-EinlaB (37) des Basisgerdts (1) mit dem steifen
Poliamid-Schlauch (34) in der ARMAFLEX-Isolierung.

Bei Beginn des Fiillvorganges sollen sowohl der Schiebedeckel mit Glasfenster
(66) als auch die Klappe ?67) auf der linken Seite des Gerdts gedffnet sein.

Filhren Sie nun die Nachfiilleinrichtung (10) sehr vorsichtig und so langsam
in das gefiillte Dewargefd® (54) ein, daB kein LN2 {berkocht. Beim Uber-
kochen von LN2 heben Sie die Nachfiilleinrichtung sofort wieder an und un-
terbrechen so VOLLSTANDIG den Kontakt zwschen Nachfiilleinrichtung (10)

und flissigem Stickstoff (LN2). Danach filhren Sie die Nachfilleinrichtung
noch einmal sehr langsam ein. Die beiden Flansch-Hilften (58, 62) werden
mit der Klemmzange (61) zusammengedriickt und der Dewar druckverschlossen.
Das abdampfende Stickstoff-Gas (GN2) entweicht durch ein offenes Magnetventil
aus der Nachfiilleinrichtung, bis der START-Knopf (63) gedriickt wird und/
oder der Vielfachstecker (11) in die Buchse (12) der Gerdteriickwand (2) des
Basisgerdts (1) gesteckt ist. Mit etwas Ubung 1@t sich der erste Fillvor-
gang durch eine rasche Ausfiihrung dieser Schritte abkirzen.
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Das Schaubild auf der Bedienungsfrontplatte (52) zeigt nun die Flillstédnde
des DewargefdBes (80) und beim Verflissiger (81) an. Je ein Hup- und Blink-
Signal warnen den Benutzer, wenn der fllssige Stickstoff im DewargefdB

(82) oder beim Verflissiger (83) verbraucht ist. Das Hup-Signal kann durch
Drilcken der Taste (82) oder (83) ausgeschaltet werden, wéhrend das zuge-
horige Ldmpchen blinkt, bis LN2 nachgefillt wird.

000

52 80 82 83 81 64 131 63 65

Wenn der Dewar (54) nachgefiillt werden muB, nachdem die KF 80 bereits herun-
ter gekilhlt ist, driicken Sie die STOP-Taste (131) und &ffnen Sie den Schraub-
deckel (59). Nach dem Fiillen des Dewars durch diese 0ffnung schlieBen Sie
den Schraubendeckel wieder und driicken die START-Taste (63).

Zum schnellen Herunterkilhlen (rapid-cooling) driicken Sie die RC-(64) und
die START-Taste (63). Wdhlen Sie mit dem Drehknopf (65) eine Temperatur

etwas iiber dem Gefrierpunkt des verwendeten Kryogens nach der folgenden

Tabelle:

GEFRIERPUNKTE VON KRYOGENEN

PROPAN (Haushalts-) - 187°C +)
Athan - 171°C
FREON 13 / FRIGEN 13 - 185°C
FREON 22 / FRIGEN 22 - 155°C
FREON 12 / FRIGEN 12 - 152°C

+) Propan kann Wasser enthalten. Der Gefrierpunkt liegt
dann deutlich hbher.
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Im allgemeinen ist Propan das am besten geeignete Kryogen. Nur zum anschlie-
Benden Gefrierschneiden bei sehr tiefen Temperaturen (-150°C bis -190°C)
sollte Athan wegen seines hBheren Dampfdrucks in diesem Temperaturbe-

reich als Kryogen verwendet werden. Bei diesen Temperaturen verdampft

Propan nicht vom Prdparat. Dies resultiert in einem Schmieren an der Messer-
schneide, wodurch ein reproduzierbares Schneiden verhindert wird.

Warten Sie, bis die gewilinschte Temperatur erreicht ist. Die Temperatur des
Verflissigers wird durch die Digital-Anzeige (76) angegeben, wenn der Knopf
CRYOGEN (77) gedriickt und beleuchtet ist. Mit dem Knopf GAS (78) wird die
Temperaturmessung zu einem Sensor (79) im gasférmigen Stickstoff oberhalb
des Verflissigers umgeschalten. Schalten Sie den RC-Knopf (64) wieder aus.

WICHTIG: Uberzeugen Sie sich, daB der Kryogen-Behdlter mit Glasboden (68)

so tief in den Verfliissiger eingesetzt ist, daB der Schlitz (73) ilber dem
Behdlter (68) sichtbar ist. Ist der Schlitz (73) nicht sichtbar, so ist der
Behdlter (68) nicht tief genug eingesetzt. In diesem Fall muB der Behdlter
(68) VORSICHTIG mit dem Manipulator (74) bis auf den Boden des Verfliissigers
gedriickt werden, bis der Schlitz (73) sichtbar ist. .

SchlieBen Sie den Deckel mit Glasfenster (66). Dieser Deckel dient als Schutz
vor mdglichen Kryogen-Spritzern und sollte deshalb beim Verflilssigen immer
geschlossen sein. Um ein Beschlagen des Glasfenfensters zu verhindern bzw.

Zu beseitigen, verwenden Sie das mitgelieferte Anti-Beschlagtuch. Offnen

Sie das Kryogen-Reduzierventil (32) LANGSAM. Nach ca. 10 sec. kann man das
verfliissigte Kryogen aus dem Schlitz (73) Uber dem Kryogenbehdlter (68) in
diesen hineinlaufen sehen.

SchlieBen Sie das Kryogen-Ventil, sobald das fliissige Kryogen die Rille

(75) am oberen Ende des Kryogenbehdlters (68) erreicht hat.

Die Temperatur des Verfliissigers kann durch das einstrdmende warme Gas so
erhdht werden, daB sie betrdchtlich iiber dem Gefrierpunkt des Kryogens liegen
kann. In diesem Fall driicken Sie den RC-Knopf (64) noch einmal, bis die ge-
wiinschte Temperatur wieder erreicht ist und schalten Sie den RC-Betrieb dann
wieder aus.
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2.1.2.2 MANUELLES NACHFULLEN VON LN2 UND KRYOGENVERFLUSSIGUNG

Die KF 80 kann ohne die als Zubehdr erhdltliche automatische Nachfiilleinrich-
tung (10) mit einer 4 bis 5 1 Dewar-kanne wie folgt gefillt werden:

Gehen Sie zundchst nach den Punkten 2.1 bis 2.1.1 vor. Wdhlen Sie mit dem

Knopf (65) die gewiinschte Kryogentemperatur. Entfernen Sie den Deckel (133)

und stecken den Trichter (19{°in die Offnung (84). GieBen Sie vorsichtig
flussigen Stickstoff (LN2) aus der Dewar-Kanne (85) in den Trichter, bis

der LN2-Spiegel gerade die Metallplatte (86) erreicht. Wiederholen Sie dies

bis die gewiinschte Temperatur erreicht ist. Die Temperatur des Verflissigers
(70) wird auf der Digital-Anzeige (76) angegeben, wenn der Knopf CRYOGEN

(77) gedrilckt und beleuchtet ist. Mit dem Knopf GAS (78) wird die Temperatur-
messung zu einem Sensor (79) im gasformigen Stickstoff oberhalb des Verflissi-
gers umgeschalten. Entfernen Sie den Trichter (19) und schlieBen Sie den Ver-
flissiger mit dem Deckel mit dem Glasfenster (66). Dieser Deckel dient als
Schutz vor mbglichen Spritzern von flldssigen Kryogen und sollte deshalb beim Ver-
flissigen immer geschlossen bleiben. Um ein Beschlagen des Glasfensters zu ver-
hindern bzw. beseitige, verwenden Sie das mitgelieferte Anti-Beschlagtuch (18).
Offnen Sie das Kryogen-Reduzierventil (32) LANGSAM. Nach ca. 10 Sec. kann man
das verfliissigte Kryogen aus dem Schlitz (73) tiber dem Kryogenbehdlter (68) in
diesen hineinlaufen sehen. SchlieBen Sie das Kryogen-Ventil, sobald das fllUssige
Kryogen die Rille (75) am oberen Rand des Behdlters (68) erreicht. Die Tem-
peratur des Verflissigers kann durch das einstromende warme Gas so erhdht
werden, da8 sie betrdchtlich iiber dem Gefrierpunkt des Kryogens liegen kamn.

In diesem Fall setzen Sie den Trichter (19) nochmals ein und gieBen LN2

aus der Dewar-Kanne hinein, bis der LN2-Spiegel gerade die Metallplatte erreicht.

66

76

77

78

84 8 75 68 73 70 79

Es steht nun genligend Zeit zur Verfiigung (ca. 30 min.), um verschiedene Pri-
parate einzufrieren, bevor ein optisches und akustisches Signal (83) anzeigt,
daB LN2 nachgefiillt werden muB. Von nun an wird LN2 NUR durch den Trichter
eingefullt, bis das mittlere Anzeigenldmpchen (81) aufleuchtet.

ACHTUNG: Wenn der LN2-Vorrat beim Verflissiger verbraucht ist, steigt die
Temperatur des Kryogens allméhlich an. Bei einer Kryogen-Temperatur von
-70°C beginnt deshalb ein lauter Hupton, und der groBe Anzeigenschalter
"DANGER CRYOGEN EVAPORATION" (130) blinkt. Der Hupton kann durch Driicken

des blinkenden Schalters (130) ausgeschaltet werden. Gehen Sie dann nach dem
folgenden Punkt 2.1.3 vor.
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2.1.3. ENTSORGEN DES VERFLUSSIGTEN KRYOGENS

Um mBgliche Risiken auszuschalten, muB das verflilssigte Kryogen nach AbschluB
der Kryoprdparation, oder wenn der LN2-Vorrat verbraucht ist, entsorgt werden.

2.1.3.1 ENTSORGEN VON PROPAN

Propan kann gefahrlos mit dem als Zubehdr erhdltlichen Propanbrenner (87)
beseitigt werden, der aus einem Basiszylinder (88) und einem Deckel mit Ge-
winde (89) besteht.

ACHTUNG: Der Behdlter mit diesem Deckel dient AUSSCHLIESSLICH zum Verbrennen
von Propan. FULLEN SIE NIEMALS IRGENDEIN ANDERES FLUSSIGES KYROGEN, INSBESON-
DERE NICHT ATHAN, IN DIESEN BRENNER.

UBERZEUGEN SIE SICH ZUERST, DASS KEIN PROPAN IM BRENNER IST!
O0ffnen Sie dazu LANGSAM das Ventil (91) um zu priifen, ob Sie GAS ausstrémen
horen. Wenn dies der Fall ist ziinden Sie das Gas an und warten, bis es voll-
stdndig verbrannt ist. )

o6ffnen Sie den Schraubdeckel (89) gegen den Uhrzeigersinn und nehmen Sie
den eventuell darin befindlichen Kryogen-Behdlter (68) heraus. Priifen Sie,
ob der Dichtungsring (90) an seinem Platz und das Ventil (91) geschlossen

92
0 94
89
88

75
87

68

ist. Priifen Sie auch gelegentlich bei abgekilhlten Brenner, ob der Brenner-
kopf (92) fest auf dem Schraubdeckel (89) aufgeschraubt ist (im Uhrzeigersinn!).

Es wird empfohlen, das Ubertragen des Propans zundchst mit einem leeren
Kryogenbehdlter (68) bei Zimmertemperatur zu iben.

ACHTUNG: Der Manipulator (69) steht unter Feder-Vorspannung. Er d6ffnet, wenn
die beiden Arme zusammengedriickt werden und schlieft beim Loslassen.

Die beiden blanken Metallplittchen (94) werden in die Rille (75) eingefiihrt,
indem die beiden Arme des Manipulators (69) zusammengedriickt werden. Beim
Loslassen schnappen die Pldttchen in die Rille (75). Drehen Sie nun den
Manipulator um 90°, halten ihn an den nicht beweglichen glatten Seiten

und heben Sie den Kryogenbehdlter so aus dem Verfliissiger. Stellen Sie den
Behdlter in den offenen Propan-Brenner und nehmen Sie den Manipulator (69)
heraus, indem Sie dessen Arme zusammendriicken.
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2.1.3.2

Falls versehentlich kein Behdlter (68) in den Verfliissiger eingesetzt wurde,
oder falls er sich nicht herausziehen 14dBt, gehen Sie weiter vor nach Punkt
2.1.3.3 VERWENDUNG DES SPEZIAL-ENTSORGUNGSBEHALTERS und setzen Sie an-
schlieBend hier fort.

Priifen Sie, ob der Dichtungsring (90) eingesetzt und das Ventil (91) ge-
schlossen ist. SchlieBen Sie den Deckel im Uhrzeigersinn. Lassen Sie das
Propan ca. 10 min. aufwdrmen, 6ffnen Sie das Ventil (91) und entziinden Sie
das ausstrdmende Gas. Je nachdem, wie weit das Ventil (91) getffnet ist,
verbrennt das Propan innerhalb von 10 bis 20 min. vollstédndig.

Wenn das Propan aus dem VerfllUssiger entfernt ist, vergewissern Sie sich
bitte, daB das Kryogen-Reduzierventil vollstdndig geschlossen ist und
setzen Sie bei Punkt 2.4 ABSCHLUSS DER KRYO-ARBEIT fort.

ENTSORGUNG VON ATHAN UND HALOGENIERTEN KOHLENWASSERSTOFFEN

Athan und halogenierte Kohlenwasserstoffe (FREON/FRIGEN) werden wie in Punkt
2.1.3.1 beschrieben in den Entsorgungsbehdlter (97) tberfihrt. Der Deckel
(101) darf nur getffnet werden (gegen den Uhrzeigersinn), wenn das Manometer
(98) keinen Druck anzeigt. Sollte Druck angezeigt werden, so kamn das Kryogen
entweder wieder verfllissigt oder der Entsorgungsbehdlter wird in einen Ab-
zug gebracht und das Ventil (99) gedffnet werden, bis das Manometer keinen
Druck mehr anzeigt. Zur Wiederverfliissigung stecken Sie den flexiblen Sili-
konschlauch (30) auf den AuslaBstutzen (100) und kiihlen die KF80 herunter
wie in Punkt 2.1.2 beschrieben. Offnen Sie dann LANGSAM das Ventil (99).

WICHTIG: Wenn das verfliissigte Kryogen bei eingeschalteter Beleuchtung im
Verfliissiger nicht absolut klar erscheint, sondern milchig-triibe, enthdlt
es zuviel Feuchtigkeit und sollte nicht mehr fiir die Kryofixation ver-
wendet werden.

Nur wenn das Manometer (98) keinen Druck anzeigt, darf der Deckel (101) ge-
gen den Uhrzeigersinn abgeschraubt werden. Falls bereits ein Kryogenbehdlter
(68) eingesetzt it, nehmen Sie ihn heraus. Uberpriifen Sie den richtigen
Sitz des Dichtungsringes (90). Es wird empfohlen, das Ubertragen von Athan
?gg; halogenierten Kohlenwasserstoffen zundchst mit einem leeren Behdlter

Zu iben.




ACHTUNG: Der Manipulator (69) steht unter Feder-Vorspannung. Er &ffnet, wenn
die beiden Arme zusammengedriickt werden und schlieBt beim Loslassen. Die
beiden blanken Metallpldttchen (94) werden in die Rille (75) eingefihrt,
indem die beiden Arme des Manipulators (69) zusammengedriickt werden. Beim
Loslassen schnappen die Plattchen in die Rille (75). Drehen Sie nun den
Manipulator um 90°, halten ihn an den nicht beweglichen glatten Seiten und
heben Sie den Kryogenbehdlter so aus dem Verflissiger. Stellen Sie den Behdl-
ter in den offenen Propan-Brenner und nehmen Sie den Manipulator (69) heraus,
indem Sie dessen Arme zusammendrilcken. Falls versehentlich kein Behdlter

(68) in den Verflissiger eingesetzt wurde, oder falls er sich nicht heraus-
ziehen 138t, gehen Sie weiter vor nach Punkt 2.1.3.3 VERWENDUNG DES SPEZIAL-
ENTSORGUNGSBEHALTERS und setzen Sie anschlieBend hier fort. SchlieBen Sie
den Deckel (101) um Uhrzeigersinn und das Ventil (99). Stellen Sie den
Entsorgungsbehdlter in einen Abzug und 6ffnen Sie das Ventil (99) oder heben
Sie das Kryogen zur spdteren Wiederverflilssigung auf.

2.1.3.3 VERWENDUNG DES SPEZIAL-ENTSORGUNGSBEHALTERS
Der Spezial-Entsorgungsbehdlter (102) wird bendtigt, wenn: -

a. vergessen wurde, den Behdlter (68) vor dem Verfllssigen nach 2.1.2 einzu-
setzen. In diesem Fall wird der komplette Behdlter (102), bestehend aus
zwei konzentrischen Rhrchen mit einem Kugelventil am Boden, mit dem
Manipulator (69) in den Verflissiger eingesetzt. Driicken Sie den Behdlter
fest zum Boden des Verfliissigers (70), damit sich das Kugelventil (105)
am Boden &ffnet und das Kryogen in den Behdlter flieBt. Mit Propan ver-
fahren Sie weiter nach 2.1.3.1, mit anderen Kryogenen nach 2.1.3.2.

b. der Behdlter (68) im Verfliissiger (70) festgefroren ist und sich nicht

herausziehen 1dBt. Dies kann vorkommen, wenn das Gerdt vor dem Verflissi-
en nicht ausgeheizt wurde. In diesem Fall entfernen Sie die duBere Hiilse

?103) des Spezialbehilters (102) von der inneren Hilse (104). Setzen Sie
die innere Hiilse in den Behdlter (68) im Verfliissiger (70) ein, und driicken
Sie ihn bis auf den Boden des Verfliissigers. Dabei offnet sich das Kugel-
ventil (105), und das Kryogen strémt in dem Spezialbehdlter. Nehmen Sie
den Spezialbehdlter nun wieder aus dem Verflissiger heraus. Mit Propan
verfahren Sie weiter nach 2.1.3.1. mit anderen Kryogenen nach 2.1.3.2.

102

104

68 105

103
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2.2

13

VERWENDUNG DES INJEKTORS SH (13) FUR PRAPARATSTIFTE

Zur Immersions-Kryofixation von Prdparaten auf Stiften fiir die anschlieBen-
de Kryo-Ultramikrotomie (REICHERT-JUNG Gefrierschneide-EINRICHTUNG FC F 4 D)
oder zur Entwdsserung bei tiefen Temperaturen (cryo dehydration) d.h. Ge-
friersubstitution (REICHERT-JUNG Kryosubstitutionsgerdt CS-auto) oder Ge-
friertrocknung, wird der Injektortrdger SH (13) nach 2.2.3 am Basisgerit

(1) befestigt. Setzen Sie den Transferbehdlter (113) mit einer Pinzette in
die 6ffnung (115) und fillen Sie ihn mit LN2, indem Sie ihn mit einem Holz-
stibchen (95) nach unten driicken. Priifen Sie, ob sich verflissigtes Kryogen
im Behdlter (68) befindet. Spannen Sie die Feder des Injektors, indem Sie

die weiBe Hillse (107) mit einer Hand halten und mit der anderen am schwarzen
Kunststoffgriff (108) ziehen, bis Sie ein Klicken héren und die Federkraft
nicht mehr spiiren. Heben Sie den Rahmen (109) des Injektortrdgers (13) aus
der horizontalen Lage an, bis er in der vertikalen Position einrastet.

Setzen Sie den Injektorstab (106) mit dem Orientierungsbolzen (110) nach vorn
in die 0ffnung des Rahmens (109) so ein, daB der Bolzen (110) in die zuge-
horige Nute (111) paBt. Ziehen Sie den Entriegelungsknopf (116) heraus und
kippen den Rahmen (109) wieder in die horizontale Lage. Kleinere Prdparate
kénnen auf den Stift (16) aufgebracht werden. Der Stift (21) dient zum Ein-
frieren von Suspensions-Mikrotropfen und kann NUR in Verbindung mit den
neuen FC 4 D-Spannzangen-Halter verwendet werden, die ab 1986 ausgeliefert
werden. GroBere Prdparatbldéckchen mit Durchmesser bis zu 3 mm werden auf den
stift (17) gegeben, die Bohrung in diesem Stift ist zur Aufnahme von Fasern
vorgesehen. Um die Haftung der Prdparate auf den Stiften beim Einfrieren

zu verbessern, sollte ein geeigneter Kryo-Klebstoff (20) (z.B.TISSUE-Tek,
Saccharose, Gelatine oder Blut-Plasma) verwendet werden. Stecken Sie den
Priparattriger-Stift mit der Pinzette (118) in die Aufnahmebohrung (117)) des
Injektorstabes (106) und halten Sie dabei die weiBe Kunststoffhilse (107) fest.

108 106 107 117 109 66 1
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Priifen Sie, ob der schwarze Deckel (71) getffnet, d.h. das Licht durch das
Kryogen sichtbar ist. Heben Sie den Rahmen (109) des Injektortrdgers von der
horizontalen Lage an, bis er in der vertikalen Position einrastet. Legen Sie
eine Hand auf den Deckel mit Glasfenster (66) und den Daumen der anderen Hand
auf den Ausldseknopf (112). Schieben Sie nun den Deckel auf die rechte Seite
des Instruments und driicken Sie den Ausléseknopf (112), sobald der Deckel (66)
den Injektionsweg freigibt. Wenn der Transferbehdlter (113) noch nicht mit

LN2 gefiillt ist, driicken Sie ihn mit dem Holzstdbchen (95) nach unten. Halten
Sie die weiBe Hiilse (107) mit einer Hand, ziehen Sie den Injektorstab (106)
nach oben, bis die Spitze des Prdparats sich gerade iiber dem Verflissiger (70) be-
findet. Ziehen Sie den Entriegelungsknopf (28) heraus und schwenken Sie den
Injektortrdger (13) so nach rechts, bis der Injektorstab (106) iber dem Trans-
ferbehdlter (113) steht. Halten Sie den schwarzen Kunststoffbehdlter (108)
zwischen Mittel- und Zeigefinger und driicken Sie mit dem Daumen auf den AusstoBer
(114). Der Stift mit dem gefrorenen Prdparat fdllt nun in den Transferbehdl-
ter (113). Der Behdlter (113) mit dem Prdparat im LN2 kann nun mit einer Pin-
zette zur AnschluBprdparation gebracht werden. Legen Sie den vorderen metalli-
schen Teil des Injektorstabs (106) zum Aufwdrmen und Trocknen auf eine Heiz-
platte. Schieben Sie den Deckel (66) nach links {iber den Verfliissiger, schwen-
ken Sie den Injektortrédger (13) zuriick nach links, bis er einrastet und
verwenden Sie den zweiten Injektor fiir die ndchste Kryofixation. Nach Ab-
schluB der Kryo-Arbeit beseitigen Sie das Kryogen nach 2.1.3.
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2.3

VERWENDEN DES PINZETTEN-INJEKTORS BG (22) (bare grid)

Zur Immersionsfixation von Suspensionen (23) wird der Injektortrédger BG (22)
wie in 2.2.4 beschrieben am Basisger&it montiert. Weil Athan das teuerste se-
kunddre Kryogen ist, kann das zur Kryofixation mit dem Pinzetteninjektor be-
nbtigte Volumen vor dem Verfliissigen mit dem Verdrdngungskérper (132) auf

3 ml reduziert werden.Um das Vorkilhlen des Prdparates durch kaltes Gas minimal
zu halten, wird der Kryogenbehdlter (68) kurz vor der eigentlichen Injektion
mit dem Manipulator (74) in der Rille (75) bis knapp unter den Deckel mit
Glasfenster (66) angehoben.

28 22 123 126 125 127 124
\

132

/ \
1 116 121 71 113 120 119 122 66
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2.3.1

2.3.2

2.3.3

2.3.4

Damit die Pinzette (119) bei der Injektion nicht auf den Boden des Kryogenbe-
hdlters aufschldgt, muB der Injektionsweg verkiirzt werden, wenn der Kryogenbe-
behdlter (68) angehoben ist. Dies wird bei Verwendung des langen (7 cm) Hand-
griffs (125) am Ende des Injektors (123) erreicht. Wemn der Behdlter bei der
Kryofixation nicht angehoben wird, muB der kurze (3cm) Handgriff (126) auf das
Ende des Injektors (123) geschraubt werden, sonst taucht das Prédparat bei

der Injektion nicht ins Kryogen ein. Wdhlen Sie nun einen fiir Ihr Prdparat
geeigneten Trdger.

Zur Kryofixation von Suspensionen und anschlieBender Untersuchung im Kryo-
Elektronenmikroskop werden unbefilmte Netze mit Lochfolie nach AKIRA und
ADACHI +) verwendet. In beiden Fdllen sollten die Netze vor dem Aufbringen
der Suspension durch Beglimmen hydrophil gemacht werden.

Suspensionstropfen, die in kleinen selbstgemachten Drahtdsen (25) eingefroren
wurden, koénnen anschlieBend kryo-substituiert werden.

Fir Gefrierbruch und Gefrierdtzung wird das Prdparat zwischen zwei Metall-
trégerpldttchen (z.B. BALZERS BUO 12054 T und BUO 12056 T) gebracht. Ein Platt-
chen wird mit der Pinzette (119) und den Schieber (120) fixiert, das zweite
wird aufgelegt und hdlt durch Adhdsion.

KRYOFIXATION

Spannen Sie die Feder des Injektors durch Ziehen am Handgriff (125) bzw. (126).
Setzen Sie einen Objekttrdger (24,25,26) in die Pinzette BG (119) ein und
klemmen ihn mit dem Schieber (120) fest. Bringen Sie nun die Pinzette BG

(119) horizontaler Injektorbriicke (124) in die Fiihrung (121) des Injektors (123)
und drehen Sie die Réndelschraube (122) fest. Ziehen Sie den Entriegelungsknopf
(28) heraus und schwenken den Injektortrdger (22) nach rechts. Priifen Sie,

ob das Kryogen nach 2.1.2.1 oder 2.1.2.2 verfliissigt wurde und die angezeigte
Temperatur knapp liber dem Gefrierpunkt des Kryogen liegt. Vergewissern Sie
sich, daB der lange Handgriff (125) am Ende des Injektors (123) befestigt ist.
Heben Sie den Kryogenbehdlter (68) mit dem Manipulator (74) in der Rille (75)
an, bis er etwa auf halber Hohe einrastet. In dieser Position liegt der obere
Rand des Behilters (68) gerade unter dem Deckel mit Glasfenster (66). Legen

Sie ein kleines Stiick Filterpapier auf den schwarzen Deckel (71) und schie-

ben Sie den Deckel (66) iilber den Verfliissiger.

Schwenken Sie nun den Injektortrédger (22) nach links, bis er einrastet. Brin-
gen Sie den Suspensions-Mikrotropfen (ca 5 ul) auf den Objekttrdger und ziehen
iiberschiisige Flissigkeit mit einem Filterpapier ab. Heben Sie die Injektor-
briicke (124) bis zur vertikalen Position an. Legen Sie eine Hand auf den Deckel
und Daumen der anderen Hand auf den Ausl&seknopf (127).

Schieben Sie den Deckel (66) nach rechts und driicken Sie den Ausldseknopf,
sobald der Deckel (66) den Injektionsweg freigibt. SchlieBen Sie die Klappe

(67) und schalten Sie die Zusatzkiihlung fiir den Kryotransfer mit der Taste

TF (129) und "GAS" (78) ein. Driicken Sie den Kryogenbehdlter mit dem Manipulator
(74) ganz nach unten. Priifen Sie, ob das gefrorene Préparat so hoch dber dem
Verfliissiger steht, daR der schwarze Deckel (71) mit dem Hozstdbchen (95)
geschlossen werden kann, ohne das Prédparat zu beriihren. Nehmen Sie den Halter
(125) oder (126) mit einer Hand und driicken Sie mit dem Manipulator (74) den

+)Fukami AKIRA und Koiche ADACHI:
Journal of Electron Microscopy, Vol 14, No. 2, 112-119 (1965)
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2.4.

Schieber (120) nach oben, bis sich die Pinzette 6ffnet und das Prdparat auf
das Filterpapier auf den schwarzen Deckel (71) fdllt. Uberschiissiges Kryogen
wird durch das Filterpapier abgesaugt. Spannen Sie die Feder des Injektors
durch Ziehen am Handgriff (125) oder (126). Ziehen Sie den Entriegelungsknopf
(116) und bringen Sie die Injektorbriicke (124) in die horizontale Position.
Ziehen Sie den Entriegelungsknopf (28) heraus und schwenken Sie den Injektor-
trédger nach rechts. Das Prédparat kann nach den Anweisungen der Hersteller

von Kryotransfer-Einrichtungen transferiert werden. Schalten Sie nach dem
Kryotransfer die Taste (129) wieder aus und dffnen Sie die Klappe (67).
Offnen Sie die Rindelschraube (122) und nehmen Sie die Pinzette (119) heraus,
um sie fiir die ndchste Injektion zu wdrmen und zu trocknen. Sandwich-Prdpa-
rate und Prdparate in Drahtdsen werden unter LN2 im Transferbehdlter (113)
iibertragen. Dieser Behdlter wird zunichst mit einem Holzstdbchen (95) nach
unten gedriickt und so mit LN2 gefiillt. Sandwich-Prdparate oder Drahtbsen wer-
den mit einer vorgekilhlten Pinzette in den Transferbehdlter (113) gegeben

und kénnen nun zur AnschluBprdparation transferiert werden.
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ABSCHLUSS DER KRYO-ARBEIT

Nach AbschluB der Kryo-Arbeit wird das Kryogen nach 2.1.3. entsorgt und das
Gerdt durch Driicken der Taste H (53) ausgeheizt. Schalten Sie den Hupton
durch Driicken des groBen Anzeigenschalters (130) aus.

Die Temperatur des Verflissigers (70) steigt nun langsam an. Bei -70°C beginnt
das Hup-Signal noch einmal und der groBe Anzeigen-Schalter (130) DANGER

CRYOGEN EVAPORATION blinkt. Der Hup-Ton zeigt an, daB das Kryogen spdtestens jetzt

entsorgt werden muB; er 188t sich durch Driicken des groBen Anzeigen-Schalters
(130) ausschalten. Vergewissern Sie sich, daB das Kryogen-Reduzierventil am
Kryogenbehdlter fest geschlossen ist. Die Heizung des Gerdts schaltet sich
automatisch nach zwei Stunden ab. Die Dauer des Ausheizvorgangs laBt sich

mit einem Schraubendreher am Potentiometer (96)) der Riickwand (2) einstellen.

Falls die automatische Nachfiillungeinrichtung (10) benutzt wurde, heben Sie
diese aus dem Dewar (54) heraus und setzen den Stopfen (56) wieder ein.
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3. LISTE DER BAUELEMENTE

Basisgerdt

Riickwand
Spannungswahlschalter
elektrische Spannung
Lampenhalter

Fassung

Inbusschraube
Orientierungsnut

Stecker

automatische Nachfiilleinrichtung
Vielfachstecker
Buchse
Injektortrdger SH
Sockel

Prdparat Block
Prdparat Stift
Prdparat Stift
Anti-Beschlagtuch
Trichter
Kryo-Klebstoff
Suspension-Mikrotropfen
Injektortrdger BG
Suspension

Netz

Drahtdse
Sandwich-Prdparat
Montage-Platte
Entriegelungsknopf
Klemmhebel
Silikon-Schlauch
Kryogen-EinlaB-Stutzen
Reduzier-Ventil
Kryogen-Behdlter
Polyamid-Schlauch
ARMAFLEX-Isolierung
LN2-AuslaB
LN2-EinlaB
STEREOSTAR Mikroskop
Mikroskoptrdger
Schwenkarm
Schraube

Achse

Inbusschraube
Gewindebohrung

6f fnung
Fokussierknopf
Schraube
Rdndelhiilse

Deckel

Schraube

(88)
(89)
(90)
(91)
(92)
(93)
(94)
(95)
(96)
(97)
(98)
(99)

Hauptschalter
Frontplatte
Heiztaste
DewargefdB
Rollenuntersatz
Deckel
Dichtungsring
Flansch
Schraubdeckel
Dichtungsring
Klemmzange
Flansch
START-Taste
RC-Taste
Drehknopf
Glasfenster
Klappe
Kryogen-Réhrchen
Manipulator
Verfliissiger
Schwarzer Deckel
Schalter L
Schlitz
Manipulator
Rille
Digital-Anzeige
Knopf KRYOGEN
Knopf GAS
Sensor
Fiillstandsanzeige Dewar
Fullstandsanzeige Verfliissiger
AUS-Taste Hup-Signal DEWAR
AUS-Taste Hup-Signal Verflissiger
0ffnung
Dewar-Kanne
Metallplatte
Propanbrenner
Basiszylinder
Schraubdeckel
Dichtungsring
Ventil
Brennerkopf

Metallplédttchen
Holzstdbchen
Potentiometer
Entsorgungsbehdlter
Manometer

Ventil

(100) AuslaB-Stutzen

- 29 -



(101)
(102)
(103)
(104)
(105)
(106)
(107)
(108)
(109)
(110)
(111)
(112)
(113)
(114)
(115)
(116)
(117)
(118)
(119)
(120)
(121)
(122)
(123)
(124)
(125)
(126)
(127)
(128)
(129)
(130)
(131)
(132)

Deckel
Spezialbehdlter
AuBere Hillse
Innere Hilse
Kugelventil
Injektorstab
Hiillse
Kunststoffgriff
Rahmen
Orientierungsbolzen
Nut

Aus 18seknopf
Transferbehdlter
AusstoBer
0ffnung
Entriegelungsknopf
Aufnahmebohrung
Pinzette
Pinzette BG
Schieber

Filhrung
Rindelschraube
Injektor
Injektorbriicke
Handgriff lang
Handgriff kurz
Ausldseknopf

TF-Taste

Anzeige Schalter
STOP-Taste
Verdrdngungskorper
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