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ILK — gemeinnltzige GmbH

Neugrindung 1990
(2014: 50-jahriges Bestehen)

Institutsleitung: Dr. habil. R. Herzog
Vertretung: Prof. Dr.-Ing. U. Franzke

» 150 Mitarbeiter

» Finanzierung Uber
offentlichen Hand (60%)
Industrie (40%)
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ILK-Hauptbereiche

HB3

Kryotechnik und Kalte- und Luft- und Angewandte Angewandte
Tieftemperatur- Warmepumpen- Klimatechnik Werkstofftechnik Energietechnik
physik technik

Kryotechnik (Technik flr Temperaturen von -150°C bis nahe -273°C):
Kryokihler, Kryostate, kryotechnische Komponenten

Technik zur Erzeugung, Lagerung und Anwendung von Wasserstoff, Helium, etc.
Anlagen/Gerate zur Erzeugung von Temperaturen fur T<1 K

Tieftemperaturphysik (Untersuchung der Grundlagen zu Materialien und Techniken):
Materialuntersuchungen, Supraleiterentwicklung, etc.

Life Science (Erfahrungen seit tber 30 Jahren):
Kryokonservierung, Kryomedizin, Erzeugung von Biomaterialien, Pharmazeutisches Freezing

www.ilkdresden.de N 3. Nationales Biobanken-Symposium 2014, 03.-04.12.2014 Berlin (C) ILK Dresden


http://www.ilk-ttz.de/
http://www.ilkdresden.de/de/leistungen/klima_energie/fe.htm
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Zielstellung Ta

Kryokonservierung von

(Tissue Engineering) Gewebe

- Mundschleimhaut -

mit einer Vitalitat von mindestens 75%
nach dem Auftauen,
auch nach 48 Stunden
far die Transplantation
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Kryoprotokoll

Kryoprotektiva
extra- und
Intrazellular

Temperatur-
regime flr das
Einfrieren

Temperatur-
regime flr das
Auftauen

Hardware
- R6hrchen/Beutel
- Rack und
Freezer
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Etablierung des Modellgewebes

Modellgewebe: Mundschleimhaut
(z.B. MKG-Bereich: Transplantatversorgung)

» Besiedlung von Kollagenschwammen:
+ Fibroblasten
+ Keratinozyten

+ Endothelzellen

» Kultivierung vor und nach Kryokonservierung (flr aseptische Umgebung) in
evaluierten, angepassten Zellkulturmedien

» Nachweis der Zellverteilung/Vitalitat und Proliferation Uber:
J Schnellkontrolle DIO Gingivafibroblasten Keratinozyten
b Proliferationsassay

b Histologische Schnitte
+ Trichrom-Farbungen
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Evaluation der Kryomedien

Ziel: Identifizierung nichttoxischer Kryoprotektiva mit hohen Vitalitatsraten

_ Revitalisierungsrate
Kryoprotektiva

Mean = SD
5% Dimethylsulfoxid und 10 % Serum (Standard) 48% + 8%
1,5 M 1,2-Propandiol und 5 mg/ml Methylcellulose 28% *+ 4%
1,5 M 1,2-Ethandiol und 5 % HES 56% =+ 8%
10 mg/ml Hydroxyethyl cellulose und 8 % HES 49% + 5%
0,3 M Trehalose und 200 mg/ml Povidon 81% =+ 5%
200 mg/ml Polyvinylpyrrolidon 88% = 7%
P
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Hardware — Entwicklung: Dosen

Anforderungen:
» Gewebe aufbewahren/kultivieren und ggf. fixieren
» Gewebe aufbewahren/einfrieren und lagern
» Gewebe auftauen/lagern

» Gewebe revitalisieren

» Ggf. aseptisch arbeiten
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Hardware — Entwicklung: KryoRACK

Anforderungen:

» Dosen mit Gewebe halten/einfrieren und lagern
» Dosen mit Gewebe auftauen

» einsetzbar in Standard-Einfriergeraten

» Management des Kalte-/Warmeeintrags in das Gewebe

(Verhinderung von Eisablagerungen an Warme tbertragenden Flachen)

= KryoRACK
zur Dosenhalterung
zum Einfrieren + Lagern + Auftauen
mit durchstrombaren Warmetauschern
zur Entwicklung von Kryoprotokollen (Einfrierregime)
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Hardware — Entwicklung: Auftaueinheit

Steuerleitung — Verbindung
zur Steuereinheit

Anforderungen:

» Gewebe in Dosen hinreichend schnell auftauen
» Gewebe in Dosen sicher auftauen

» Gewebe in Dosen reproduzierbar auftauen

» Management des Kalte-/\WWarmeeintrags
in das Gewebe

= Auftaueinheit

Untersuchung des

Wirkprinzips
zum Auftauen der Gewebe
mittels gepulstem N,-Gas getragenen Heilddampf =
T i)
c — e F 270 # Plastedose; Messung Pos. 1
e e pee 260 Plastedose; Messung Pos. 3
\g _ o < :,'L 250?‘ # Metalldose; Messung Pos. 1
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Hardware — Entwicklung: Spulstation

Anforderungen:
» Kryoprotektiva von Geweben in Dosen entfernen
» Spllen

» Zugabe der Revitalisierungs- (Erhaltungs-) medien
zu den Geweben in Dosen, mit zeitlicher Vorgabe

» Verwendung in aseptischer Umgebung

» Verwendbarkeit von sterilem Standardmaterial

= Spul- und Versorgungsstation
zum Entfernen der Kryoprotektiva
zum Zuflgen von Revitalisierungs- bzw. Erhaltungsmedium
zum Aufbewahren der Gewebe bis zu 48 Stunden
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Kryokonservierung und GMP

Auszug aus SOP-Erstellung far
die Kryokonservierung

www.ilkdresden.de ;

Kryokonservierungf

Konstruktherstellungy
im-Zellkulturlabor-_.._.. ... 1

Uberfahrung der-Konstrukte-fardie Transplantation-
und-Kontrollen-n-die-Einfrierdoseny]

Anlieferung- derEinfrierdosen-in-den-+

ort-27

Prifungq
" - =+ des-Ubergabeprotokollsy]
- -+ der-Chargenubersicht{]

Transferin-Raum-mitq]
BiologischeSicherheitswerkbank-{A)-in-BY

Konstrukte- fiir-

Transplantation- |

Konstrukte- fiir-
Kontrolle{|

Vorbereitung- der-
Kryokonservierungf]

Vorbereitung- der-
Kryokonservierungf|

Kontrolle der-
Besiedlungl]

¥

¥

.
37°C,5% CO2
95% rHY

|
1 )
‘ Austausch-des Zellkulturmediums gegen das-Kryomediumf] [ Sterilkontrolle-11]

| Auswertung

Fotodoku:
meniationl

! ! '

|

Einbringen- der- Einbringen- der- I

Dosen-in-den- Dosen-in-den- !

Warmelbertrager]] Warmeulbertragerq| :

----- o ——— e
Protokollgerechte: Kryokonservierung-

————— >

im-automatischen- programmierbaren-
Einfriergerat- bis--80°CY]

Prozesskontrolle-

durch-Ausdruck]

Transfer-in-Lagertruhe- -80°CY]

3. Nationales Biobanken-Symposium 2014, 03.-04.12.2014 Berlin

(C) ILK Dresden

13



Ergebnisse

» Zuverlassige Herstellung von 3D-Tissue-Engineering-Konstrukten der
Mundschleimhaut.

» Etablierung von Kryoprotokollen unter Verwendung des KryoRACK.

» Kryomedium 200 mg/ml PVP mit bester kryoprotektiver Wirkung fir die
Mundschleimhaut-Konstrukte (Revitalisierungsrate von 88%).

» Auftaueinheit taut die Konstrukte zuverlassig auf.

» Empfehlung einer Revitalisierungszeit von mindestens 18 Std. nach dem Auftauen
der Konstrukte flr verbesserte Einheilung nach Transplantation.

» Die Spil- und Versorgungsstation erlaubt Gewebeerhaltung von mehr als 48 Std.
unter aseptischen Bedingungen.

» Die Etablierung der DIO-sofort-Farbung ist fur die Qualitatskontrolle einsetzbar.

www.ilkdresden.de Ny
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Zusammenfassung

Alle Komponenten des Handling-Systems wurden

» als Labor-Funktionsmuster entwickelt

» als Muster technisch-funktionell getestet

» als Muster biologisch-funktionell getestet (im Labor und im Tiermodell)

» aus geeigneten Materialien konzipiert (z.B. biokompatibel und kaltefest)

Ausblick
Alle Komponenten des Handling-Systems missen

» als Medizinprodukt* fir GMP-Einsatz gefertigt und zugelassen werden

» zu interessierten Firmen transferiert werden

* entsprechend Klassifizierung des MPG

www.ilkdresden.de Ny
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