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l@ Kryokonservierung viabler Zellen
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* -135 °C = Kritische Temperatur: Glas transition temperature of water GTTW
* -176 °C = Lagerung in der Gasphase des flussigen N,
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l@ Kryokonservierung viabler Zellen
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Temperature fluctuations during deep remperature cryopreservation @mm
reduce PBMC recovery, viability and T-cell function
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RESEARCH ARTICLE Open Access the glass transition temperature of water (GTTW). This
@cmm 1s the temperature, at or below, that all biological activ-
The effects of storage temperature on ity stops [13]. Often, biospecimen storage temperature
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PBMC gene expression
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developed. At temperatures belc metabolic activity is
significantly reduced and cells can theoretically be stored for long
periods without effects on properties and function [18].

Impact of Cryopreservation and Freeze-Thawing on Therapeutic
Properties of Mesenchymal Stromal/Stem Cells and Other Common

Suboptimal cryopreservation results in a significant decrease of
cell viability and number, and may also cause alterations of the cel-
lular phenotype and a reduction of the immunogenic response to
specific antigens [6,22,24,29,32 34 46 48]. Cryopreservation can af-
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l@ Zielstellung

* Wie kénnen die Proben einer Biobank bestmoglich vor
Temperaturschwankungen geschiitzt werden?
Insbesondere die ,,innocent samples”

* Anwenderspezifische Fragestellung fir Lagerung und Nutzung von Biobank-Proben

* Vorgaben fur Qualitdtsmanagement ;@2 o ‘*@J‘
(V-?QU;L‘TKT ;
* Anbindung IT und Schnittstellen zu den Datenbanken/LIMS ?\"\* £ e w»

*  Wissenschaftler:innen = experimentelle Einbindung der Proben =
aus einer Biobank
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l@ Experimenteller Aufbau

* Zielsetzung:

Wieviel Zeit steht fur die Entnahme von Cryotubes zur Verfligung, bis die Temperatur in den Proben einen
Grenzwert von -135 °C erreicht/Uberschreitet?

- Fullvolumen 1ml RPMI / 15 % HS / 10 % DMSO
(reprasentativ fir Volumen / Konzentration unseres Einfriermediums fir hPBMCs)

~

/Setup-Options

Thermoelemente  Positionierung im Rack; 100 % 50 % Fulllevel 25 % Fulllevel
im Vial 7 ;

temperature profile

g@gﬁg@g@f@ 9 @ o e o .eP e e\ .d’ e
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@ Experimenteller Aufbau

*  Setup:

* Thermoelemente [Typ Omega TJC2-NNIN-IM0O50U-800 0.50 mm type N] durch ein Loch im Kryotube-Deckel
vollstandig ins Einfriermedium eingetaucht

* Vials mit den Thermolementen wurden an die vorgesehenen Positionen im Rack positioniert
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l@ Experimenteller Aufbau

*  Setup:

» Bedingungen: Fillstand des Racks (100 % / 50 % / 25 %), jeweils mit und ohne Abdeckung
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l@ Experimenteller Ablauf

*  Setup:

* Racks wurden in vVLN2 temperiert
 Profi Signal 4.2.0.50 Software

7 Thermoelemente

* 6 verschiedene Konditionen (3 verschiedene Rack-Fulllevel, mit und ohne Abdeckung)

Abkiihlung im Tank, 100 % Fiilllevel

— A1_lid
— B11_lid
— C9_lid
— D7 Iid
— E5_lid
— F3_lid
— H8_lid

temp [°C]

0:00:00 1:00:00 2:00:00
delta t [h]




Ergebnisse

*  Temperaturprofil eines Racks mit 100 % Flllevel

* -176 °C = Temperatur vLN,

e -135°C = Kritische
Temperatur: GTTW

Temperaturprofil, 100 % Fiilllevel

— A1_ld
— B11_ld
— C9_lid
R — D7_lid
o -135 °C [GTTW]
— E5_lid
— F3_lid
— H8_lid

-176 °C

mit Abdeckung
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-176 °C = Temperatur vLN,

-135 °C = Kritische
Temperatur: GTTW
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*  Temperaturprofil eines Racks mit 50 % Fiilllevel
Temperaturprofil, 50 % Fiilllevel
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-176 °C = Temperatur vLN,

-135 °C = Kritische
Temperatur: GTTW
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* -176 °C = Temperatur vLN,

e -135°C = Kritische
Temperatur: GTTW
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temp [°C]

Ergebnisse

-100+

Temperaturprofil eines Racks mit 25 % Fiilllevel

Temperaturprofil, 25 % Fiilllevel

-135 °C [GTTW]

-176°C
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A1_lid
B11_lid
C9_lid
D7_lid
E5_lid
F3_lid
H8_lid

-176 °C = Temperatur vLN,

-135 °C = Kritische
Temperatur: GTTW
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Ergebnisse

Temperaturprofil eines Racks mit 25 % Filllevel

* -176 °C = Temperatur vLN,

-135 °C = Kritische
Temperatur: GTTW
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Zusammenfassung

Zeitintervall bis zum Erreichen der
kritischen Temperatur -135 °C

* Eck- bzw. Randbefindliche Tubes sind die gefahrdesten: 134

12- ]
Referenz Al: n= -
1 min —2 min in Abhangigkeit von der Nutzung einer 1:: ® @
Abdeckung 8-
T 7-
* Verflugbare Zeit steht im Zusammenhang £ - " i o |
. 5 [ [
zum Fulllevel und zur Nutzung der Abdeckung o R o £ o p °
- ‘. @) A Al
2+ O O O @)
]l B O O 0
; A A A A A A A
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- Experimentelles Setting als Richtwerte fiir eine méglichst gute Ubertragbarkeit auf verschiedenste
Anwender

- Biobank-spezifische Bedingungen (Tubes, Medien, Zelllinie, Entnahmeprozesse....)
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100 w lid
50 w lid
25w lid
100 w/o lid
50 w/o lid
25 wlo lid

16



TEMPERATURE PROFILE AND “PROTECTING THE INNOCENT” OF CRYOPRESERVED SAMPLES

- Fazit:
Voraussetzung fur gleichbleibende gute Qualitat der Biobank-Proben ist es,
die Zeit des Probenracks auBerhalb des Temperaturbereichs so gering wie moglich zu

halten und Temperaturschwankungen zu reduzieren

- Grenzwerte von max. 2 min fir den Entnahmeprozess bei Raumtemperatur einhalten

Perspektiven:
* Festsetzung dieser Zeiten fur Qualitatssicherung der CoBi-Proben
* Nutzung eines Cryopods (-176 °C) statt Trockeneis

* Weitere Experimente zu konkreten Auswirkungen zyklischer Temperaturschwankungen im
Zuge der Kryokonservierung (Vitalitat, DNA-Qualitat, Proteom, Metabolom....)
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TEMPERATURE PROFILE AND “PROTECTING THE INNOCENT” OF CRYOPRESERVED SAMPLES

Zeitintervall in Minuten von -176 °C bis zum Erreichen der kritischen Temperatur -135 °C
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