€Y BIOCHROM

€mpfehlungen zum sicheren €infrieren und Auftauen von Zellkulturen in
TPP-Kryordhrchen

Information der Biochrom AG vom 23. Mai 2011

Zellkulturen kdnnen durch Kryokonservierung nahezu unbegrenzt gelagert werden. Das Ein-
frieren und Auftauen sind flr die Zellen jedoch strapaziése Vorgange. Um die Zellen dabei
zu schiitzen, werden sie normalerweise in Suspension eingefroren, zusammen mit schit-
zenden Stoffen wie Serum, mit Kalteschutzmitteln wie Glycerin oder Dimethylsulfoxid
(DMSOQO) oder mit speziellen Kryoschutzmedien. Die so behandelten Zellen werden in sterile
Ampullen bzw. Kryoréhrchen Uberfuhrt.

Kryoréhrchen von TPP sind zum Einfrieren und Lagern von Zellkulturen geeignet. Zum Ein-
frieren von unterschiedlichen Zellsuspensions-Volumina bietet TPP Kryoréhrchen in unter-
schiedlichen GréBen an: 1,2 ml, 2,0 ml, 3,8 ml und 4,5 ml. Die Kryoréhrchen bestehen aus
Polypropylen (kurz: PP). Das ist ein warme- und kéltebestandiger Kunststoff. Aufgrund des-
sen sind TPP-Kryordhrchen flr Arbeiten bis -190 °C zugelassen.

Die mit der Zellsuspension gefillten TPP-Kryoréhrchen werden langsam abgekihlt bis zum
Einfrieren und kédnnen dann in Tiefklhlschranken gelagert werden. Ist eine Lagerung in Flis-
sigstickstoff vorgesehen, missen besondere VorsichtsmaBnahmen beachtet werden. Beim
Umgang mit Flissigstickstoff sind Schutzkleidung, Handschuhe und Schutzbrille zu tragen.
TPP empfiehlt, die Proben nicht direkt in der Flissigphase des Stickstoffs zu lagern, sondern
in der Gasphase. Aus Sicherheitsgriinden sollte immer darauf geachtet werden, dass die
Réhrchen dicht verschlossen werden und dass die angegebenen Flllvolumina der Kryoréhr-
chen eingehalten werden.

Die optimalen Fullvolumina der TPP-Kryoréhrchen finden Sie nachfolgend in einer Tabelle.
Wir stellen Ihnen auch ein exemplarisches Protokoll fiir das Einfrieren und Auftauen von Zel-
len vor und geben weitere Tipps dazu unter Punkt 4 ,Haufig gestellte Fragen mit Antworten
(FAQ)".

1 Eigenschaften der TPP-Kryoréhrchen

Die TPP-Kryoréhrchen besitzen ein AuBengewinde. Dadurch bleibt die Innenflache des
Réhrchens glatt. Das AuBengewinde und der Deckel mit Dichtlippe sorgen zusammen fiir
einen Uberdrehsicheren, dichten Verschluss.

Die Réhrchen sind freistehend. Der Stern-FuB des Réhrchens rastet wie ein Zahnrad im
Kryoréhrchengestell (Kat.-Nr. P 99016) ein. So ist ein Arbeiten mit einer Hand mdglich, da
durch diese Fixierung die Réhrchen leicht mit einer Hand auf- und zugedreht werden kon-
nen. Zur leichten Identifizierung kénnen in die Deckel der Réhrchen farblich unterschiedliche
Einséatze eingeklickt werden. Alle TPP-Kryoréhrchen werden in wieder verschlieBbaren Beu-
teln geliefert.
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Zusatzausriistung fiir den Gebrauch der TPP-Kryoréhrchen:

» Lagerboxen (Material: PP) mit niedrigem Deckel (fir Kat.-Nr.
P 89040 und Kat.-Nr. P 89050) und mit hohem Deckel (ftr
Kat.-Nr. P 89012 und Kat.-Nr. P 89020) fur jeweils 81 Kryo-
réhrchen

» Stander bzw. Kryoréhrchengestell (Kat.-Nr. P 99016; Material:
Polycarbonat, PC): fur jeweils 40 Kryoréhrchen, passend fir
alle GréBen

» Farbeinsatze fur die Deckel zur leichteren Identifizierung in
grin, weiB, lila, rot, blau und gelb

Die TPP-Kryoréhrchen-Familie:

P 89012 P 89020 P 89040 P89050

1,2 ml 2,0 ml 3,8 ml 4,5 ml
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2 Optimales Fullvolumen der TPP-Kryoréhrchen

Die maximale Graduierung an den Réhrchen entspricht dem optimalen
Fallvolumen.
(dargestellt P 89020, optimales Flllvolumen = 1,5 ml)

Tab.: Empfohlene Volumina fiir die TPP-Kryoréhrchen und weitere Produktdetails

Kat.-Nr. P 89012 P 89020 P 89040 P 89050
Volumen der Réhrchen 1,20 ml 2,00 ml 3,80 ml 4,50 ml
optimales Fullvolumen 0,90 ml 1,50 ml 3,50 mi 4,00 mi
Durchmesser 12 mm 12 mm 12 mm 12 mm
Lange 36 mm 48 mm 75 mm 90 mm
Material PP PP PP PP
Stiick/Beutel 100 100 100 100
Stiick/Karton 800 800 400 400

3 Protokoll zum Einfrieren und Auftauen von Zellkulturen in TPP-Kryoréhrchen

Exemplarisch wird das Einfrieren und Auftauen von Zellkulturen mit dem Einfriermedium
Biofreeze beschrieben. Biofreeze ist ein chemisch definiertes, serum- und DMSO-freies Ein-
friermedium der Biochrom AG zur Kryokonservierung von Zellkulturen. Es kann zum Einfrie-
ren vieler Zelllinien verwendet werden und ersetzt dadurch auch herkdmmliche Einfrierme-
dien.

3.1 Einfrieren von adhirenten Zellen (1x10° Zellen/ml)

1. N&hrmedium aus der Zellkulturflasche (z. B. 75 cm?) entfernen

2. Zellrasen vorsichtig mit PBS (10 ml) ohne Ca®* und Mg®* (Kat.-Nr. L1825) waschen

3. Zellen mit geeigneter Protease z. B. Trypsin/EDTA (Kat.-Nr. L 2143) vereinzeln

4. Die Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen Uberfihren, in das entweder Medium mit
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FBS oder Medium mit Trypsininhibitor zur Inaktivierung der Protease vorgelegt wurde.

5. Zentrifugation (300 Q)

6. Zellen in Einfriermedium (z. B. Biofreeze) resuspendieren (1 Teil Zellpellet + 9 Teile Ein-
friermedium)

7. Zellen in Portionen von 1,5 ml in vorher beschriftete Kryoréhrchen (Kat.-Nr. P 89020) ful-
len und einfrieren (Temperatursenkung 1 °C pro Minute auf -70 °C) und anschlieBend zigig
in den Stickstofftank Gberfihren.

3.2 Einfrieren von Suspensionszellen (5x10° Zellen/ml)

1. Suspension zentrifugieren, Zellpellets in Einfriermedium (z. B. Biofreeze) resuspendieren
(1 Teil Pellet + 9 Teile Einfriermedium).

2. Zellen in Portionen von 1,5 ml einfrieren (Temperatursenkung 1 °C pro Minute auf -70 °C)
und anschlieBend zigig in den Stickstofftank Uberfiihren.

3.3 Auftauen der Zellen

Das Auftauen von Zellen sollte mdglichst schnell erfolgen:

1. Die gefrorene Kultur aus dem Stickstofftank entnehmen und in einem Wasserbad oder im
Brutschrank bei 37 °C erwarmen.

2. Die aufgetaute Zellsuspension in 10 ml Kulturmedium aufnehmen.

3. AnschlieBend die Zellen zentrifugieren (300 g) und das Pellet im Kulturmedium aufneh-
men.

4. Die Zellsuspension in KulturgefaBe tberfiihren und nach 24 h einen Mediumwechsel vor-
nehmen.
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4 Haufig gestellte Fragen und Antworten zum Einfrieren und Auftauen

1. Was passiert in der Zelle beim Einfrieren?

Die Kryokonservierung ist fur jede Zelle ein strapaziéser Vorgang. Beim Einfrieren bilden
sich zunachst Eiskristalle sowohl im umgebenden Medium als auch in den Zellen. Um diese
schadigende Kristallbildung zu verhindern, werden Frostschutzmittel wie Glycerin oder
DMSO eingesetzt. Zusatzlich kann auch Serum zugesetzt werden, da einige Bestandteile
einen schutzenden Effekt besitzen.

Im Einfriermedium der Biochrom AG, Biofreeze, wurde bewusst auf tierische Komponenten
wie Serum verzichtet, und Zellen kénnen darin auch ohne DMSO eingefroren werden.

Der Einfriervorgang im Detail ist in der Abbildung dargestellt.

Temperatur 20 °C Temperatur -10 °C Temperatur -20 °C
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Zellen im Medium Eiskristalle im Medium Zellen schrumpfen
Isotonisch: hypertonisch: Absenken der
Konzentration innen Héhere Konzentration auBen Einfriertemperatur

und auBen gleich -> Wasser flieBt nach auBen

-> keine Bewegung des
Wassers

2. Was ist beim Einfrieren von Zellkulturen zu beachten?

Die Zellsuspension sollte in geeignete Ampullen bzw. Kryoréhrchen Uberfihrt werden. Mit
einer Temperatursenkung von 1 °C pro Minute sollten die Zellen auf -70 °C abgekihlt wer-
den. In der Praxis kann das wie folgt geschehen: Die Kryor6hrchen werden in einer Styro-
porbox isoliert und in einen -80 °C Tiefklhlschrank gestellt. Nach 2 Sunden kénnen die Pro-
ben zlgig in den Stickstofftank tberflhrt werden. Zum Abkuhlen kdnnen alternativ auch Ein-
frierautomaten oder Tiefkihltruhen genutzt werden.

3. In welcher Wachstumsphase sollten sich die Zellen beim Einfrieren befinden?
Die Zellen sollten sich am besten in der exponentiellen Wachstumsphase befinden. Vor dem
Einfrieren die Zellkultur noch einmal auf Kontaminationsfreiheit prifen.

4. Was muss bei der Auswahl von Kryoréhrchen beachtet werden?

Es dirfen ausschlieBlich GeféaBe verwendet werden, die zum Einfrieren geeignet sind. Die
Rbéhrchen missen aus temperaturbestandigem Material sein (am besten geeignet fir die
Zellkultur ist Polypropylen, kurz: PP). Die Kryor6hrchen mlssen gut verschlossen werden,
damit sie dicht gegenliber dem mdglichen Eindringen von fliissigem Stickstoff sind.

Es gibt Rdhrchen mit AuBengewinde oder Innengewinde. Die Biochrom AG bietet Kryoréhr-
chen mit AuBengewinde an (TPP). Das AuBengewinde am Réhrchen und die Form des De-
ckels sorgen trotz Verzicht auf die Silikondichtung fur einen sicheren, dichten Verschluss.
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Allerdings gibt es bei der Lagerung in flissigem Stickstoff keine Garantie fur jede Art von
SchlieBmechanismen und die entsprechenden Schutzvorkehrungen sollten in jedem Fall
beachtet werden.

5. Was ist beim Befiillen der Kryoréhrchen zu beachten?

Wichtig ist, dass die Réhrchen nicht ganz voll gefillt werden, da Flissigkeit durch die Volu-
menausdehnung beim Einfrieren die R6hrchen zum Platzen bringen wirde. In einigen Labo-
ren gilt die Faustregel, das Réhrchen zu 2/3 zu beflllen. Das optimale Fillvolumen entspricht
der oberen Graduierung auf den TPP-Réhrchen.

6. Was ist bei der Lagerung von Proben in Flissigstickstoff zu beachten?
Beim Umgang mit Flissigstickstoff sind unbedingt Sicherheitsvorkehrungen zu beachten:
Schutzkleidung tragen, dazu gehéren auch Schutzbrille und Handschuhe.

Wourde das Réhrchen nicht dicht verschlossen, dringt flissiger Stickstoff in das Réhrchen ein.
Dadurch kann das Réhrchen beim Auftauen durch die schnelle Ausdehnung des Stickstoffs
im Rohrchen explodieren. Um dies auszuschlieBen, sollten die Kulturen entweder in der
Gasphase gelagert werden oder in einer zusatzlichen Schutzumhillung eingefroren und auf-
getaut werden. Sollen Réhrchen ohne Schutzhille aus dem FlUssigstickstoff entnommen
werden, kénnen diese zunachst 24 h tber der Flissigphase, also in der Gasphase, gelagert
und dann sicher entnommen werden.

7. Ist es moglich, Kryoréhrchen nur in der Gasphase zu lagern oder ist die Lagerung in
der Flussigphase von Flissigstickstoff notwendig?

Die Temperatur der FlUssigphase betragt -196 °C, die der Gasphase -155 °C. Da ab -130 °C
keine biochemischen Reaktionen in den Zellen mehr ablaufen, ist eine Lagerung in der Gas-
phase méglich und wird aus Griinden der Sicherheit empfohlen.’

8. Gibt es Alternativen zur Lagerung in Flussigstickstoff?
Zellkulturen kénnen auch in Kryo-Gefriertruhen (ca. -140 °C) gelagert werden. Diese sind
sicherer und preiswerter als Stickstoffbehalter.

9. Was muss beim Auftauen der R6hrchen beachtet werden?
Vor Entnahme der Réhrchen Schutzkleidung anlegen.

Wenn die Kryoréhrchen bis zur Markierung beflllt und anschlieBend dicht verschlossen ein-
gefroren wurden, kénnen die Réhrchen, wie in den verschiedenen Einfrierprotokollen be-
schrieben, aufgetaut werden.

Wurden die TPP-Kryoréhrchen in der fliissigen Phase von Stickstoff gelagert, empfiehlt TPP
den Gebrauch von ZusatzhUllen. Méglich ist auch eine Lagerung fiir 24 Stunden in der Gas-
phase von Flussigstickstoff vor der Entnahme.

"Mazur P.: Am J Physiol; 247 (3 Pt 1): C125-42 [1984]
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Weitere Informationen:

» Mehr zu Kryoréhrchen auf der Homepage:
http://www.biochrom.de/produkte/zellkultur-plastik/kryoroehrchen/

> Alles Uiber das Einfriermedium Biofreeze auf der Homepage:
http://www.biochrom.de/produkie/medien/einfriermedium-biofreeze/

> Unser Tipp:
Prifen Sie schnell und einfach die Zellzahl mit unserer neuen
Einweg-Z&hlkammer C-Chip. Ein kostenloses Muster erhalten Sie unter
info@biochrom.de
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