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Das neue Einfriermedium Biofreeze



Neues Einfriermedium: Ohne DMSO und ohne Serum

Zellvitalitat nach dem Auftauen vergleichbar mit
anderen Einfriermedien

Vorteile:
DMSO-frei : Enthalt ein weniger toxisches
Gefrierschutzmittel
Frei von Substanzen tierischen Ursprunges
Frei von gentechnisch veranderten
Organismen

Es ist fir Saugerzellen geeignet, die frei von
tierischen Bestandteilen bleiben sollen: Fir
Zellkulturen zur Herstellung von Arzneimitteln
oder fur Zellkulturen zur Gewinnung von
Gewebeersatz.
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Kryokonservierung - Wozu?

Genetischen Drift der Zellen minimal halten

Zellstock einheitlich erhalten

Alterung oder Transformation in Linien mit begrenzter Lebensdauer
vermeiden

Sicherung vor Verlust der Zellen infolge Kontamination (oder Ausfall
des Inkubators)

Es ist Ublich, Zellen in Portionen einzufrieren, um sie bei Bedarf wieder
auftauen zu konnen.
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Der Einfriervorgang: Was passiert mit der Zelle?

Extrazellulares Loésungsmittel (Wasser) kristallisiert

Osmolaritat steigt, Gefrierpunkt sinkt

Durch Hyperosmolaritat der Extrazellularflissigkeit wird Wasser
aus der Zelle gezogen

Die Zellen schrumpfen......
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Zellschadigende Einfliusse wahrend des Einfrierens
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Einflussfaktoren auf die Kryokonservierung von Zellen

Methodische Varianten (z.B. das Vorhanden- oder Nichtvorhandensein eines
Einfrierautomaten)

Medium und supplementierte Inhaltsstoffe, vor und nach der Kryokonservierung
Volumen der einzufrierenden Zellsuspension

Qualitat und Zustand der Zellen vor dem Einfrieren

Zellart

Zelldichte

Abkulhlrate und Lagertemperatur

Umlagerungen der Zellen (z.B. Flussigstickstoff-Trockeneis-Flussigstickstoff)
Qualitat der Kryoréhrchen

Zentrifugation mit oder ohne Bremse
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Einflussfaktor: Mit oder ohne Einfrierautomat?

Freisetzen von Kristallisationswarme bei Anderung des Zustandes von fliissig nach fest.
Wird Wasser (bzw. Kryomedium) erschutterungsfrei und langsam gekunhlt, gefriert es bei
0 € nicht, es lasst sich auf einige Grad unter Nul | abkdhlen.

Danach ordnen sich die Wassermolekiile in ein Kristallgitter, es entsteht Warme.

Je langer der Phaseniibergang dauert, desto ausgepra  gter sind die Zellschadigungen.
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Einflussfaktor: Volumen der einzufrierenden Zellsuspension

Grundsatzlich gilt:

Zellen mussen langsam eingefroren, aber schnell aufgetaut werden.

Ein zu grofRes Volumen an Einfriermedium verlangert die Auftauzeit unnotig.

Es sollte ein entsprechend kleines Kryor6hrchen gewahlt und das Luftvolumen
Uber der Flussigkeit moglichst klein gehalten werden.

Kryor6hrchen: zu empfehlende Gro3en sind 1,2 ml und 2,0 ml.
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Luftvolumen Uber der Fllssigkeit moglichst klein — Warum?

Die in einem Kryor6hrchen eingeschlossene Luft enthalt 79 % Stickstoff, der bei
-196 €T vom gasférmigen in den flissigen Aggregatzu stand tbergeht.

Durch Verringerung des Volumens entsteht im R6hrchen ein Unterdruck, der sich
proportional zum Grad der Unterftllung verhalt.

Ist die Dichtung des Rohrchens defekt, dringt weiterer Stickstoff ein.

Nimmt man ein solches Rohrchen aus dem Stickstofftank, kann es bei Raum-
temperatur zur rapiden Volumenzunahme des Stickstoffs durch den Ubergang des
Aggregatzustandes von flissig nach gasférmig kommen:

Das Ro6hrchen explodiert!
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Empfohlene Zellkonzentrationen pro Kryoréhrchen

Zum Einfrieren empfohlene Zellzahl gem. Literaturan  gaben:

Suspensionskulturen: 5 x 108 Zellen/ml
Adhéarente Zellen: 1 x 106 Zellen/ml
Sehr kleine Zellen: 1 x 107 Zellen/ml

2-4 x 108 Zellen/ml, je 1ml pro Kryoréhrchen
5 x 106-2 x 107 Zellen/ml, in 1- oder 2 ml-Kryoréhrchen verteilen
1 x 106 Zellen/ml in jeweils 1 ml-Portionen einfrieren

Weitere Literatur
Leitfaden f. d. Zell- u. Gewebekultur, Hans Jirgen Boxberger — Wiley-VCH

Zukunftstechnologie Tissue Engineering, W .W. Minuth, R. Strehl,
K. Schumacher, Wiley-VCH

Tierische Zellkulturen, R. lan Freshney — Walter de Gruyter
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Empfohlene Abkuhlrate und Lagertemperatur (gem. Literatur)

Optimale Abkuhlrate:
-1 C/min
Bis - 70 T (fur 2-12 h)

Danach zuigige Uberfuihrung in den Stickstofftank:

Der Transfer sollte so rasch wie moglich vonstatten gehen, da sich die
Kryoréhrchen bei Raumtemperatur etwa zehnmal schnell er erwarmen als
sie sich abgekunhlt haben.

Weitere Literatur
Leitfaden f. d. Zell- u. Gewebekultur, Hans Jirgen Boxberger — Wiley-VCH

Zukunftstechnologie Tissue Engineering, W .W. Minuth, R. Strehl,
K. Schumacher, Wiley-VCH

Einfrieren und Auftauen von Zellen, IPS-2001-4255 — International Foundation
Regenerative Medicine
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Vorbereitung und Einfrieren adharenter Zellen (1)

1. Nahrmedium aus der
Zellkulturflasche (z.B. 75 cm?)
entfernen.

2. Zellrasen vorsichtig mit PBS
(3-5 ml) ohne Ca?* und Mg?*
waschen.

3. Zellen mit geeigneter
Protease, z.B. Trypsin/EDTA
vereinzeln.

4. Suspension aus Zellen und
Protease in Zentrifugenréhrchen
uberfihren, in dem entweder

a. Medium mit FBS
b. Medium mit Trypsininhibitor

zur Inaktivierung der Protease
vorgelegt wurde.
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Vorbereitung und Einfrieren adharenter Zellen (2)

5. Zellen mit max. 300 g fur 5 Minuten
zentrifugieren

6. Uberstand abgielRen oder absaugen

7. Zellpellet mit Biofreeze resuspendieren

500-1500
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Einfrieren der Zellen (-70 T bis -196 )

Haben die Réhrchen -70 T erreicht,
werden sie in den Behalter mit flissigem
Stickstoff Uberflnhrt.

Die Uberfiihrung des Rohrchens sollte
maoglichst schnell erfolgen.
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Biofreeze: Vergleichbare Zellvitalitat nach dem Auftauen
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