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KURZFASSUNG

Spindler, Ralf

Einfluss der Nukleationstemperatur und der Konzentation an Frierschutzmitteln auf

die Kryokonservierung humaner Zellen

Gegenwartig ist die Kryokonservierung die einzigetibde zur Langzeitlagerung von Zellen
und Geweben, welche die Morphologie, Funktionalitéd Vitalitat der biologischen Proben
fur medizinische Anwendungen erhalt. Insbesondeseirgit die kryogene Lagerung in den
aufstrebenden Gebieten der regenerativen und mdisierten Medizin zunehmend an
Bedeutung. Obwohl die Lagerung von Zellen in Kryaten bereits etabliert ist, treten bei
vielen Zelltypen sowie bei allen rdaumlich ausgedehnProben Schadigungsmechanismen
auf, die die Uberlebensrate der Zellen drastiscikex® Die zellularen Schadigungen kénnen
verfahrenstechnisch durch die Kontrolle einer \ablzvon Prozessparametern beeinflusst
werden, um die Uberlebensrate der Zellen zu erhohen

Im Rahmen dieser Arbeit wird der Einfluss der Pssparameter Nukleationstemperatur und
Frierschutzmittelkonzentration auf die Kryokonserung von humanen Endothelzellen der
Lunge untersucht. Es werden zwei Hypothesen awdiife&rstens, mittlere Frierschutzmittel-
konzentrationen flhren zu einem extremen zellul&&mumpfen und zweitens, bei optimaler
Einstellung der Nukleationstemperatur kann die rBdeutzmittelkonzentration verringert
werden. Nach der messtechnischen Bestimmung destissimen Parameter werden zunéchst
Simulationen des Warme- und Stofftransportes dwfthgt. Die experimentellen Unter-
suchungen werden mit verschiedenen Messtechnikemrkstelligt: Mit der Kryomikros-
kopie wird die zellulare Volumenanderung und dieskistallbildung wahrend der Kryo-
konservierung erfasst. Die Coulter Counter-Techmiiki genutzt, um osmotische Effekte bei
hohen Temperaturen zu erfassen. Zusétzlich wirdFFaierier-Transform Infrarotspektros-
kopie (FTIR) eingesetzt, um den Einfluss des Gedns auf zellulare Membranen und
Proteine zu bestimmen. Zwei Gerate-Konstruktionenoglichten dabei die automatisierte
Kontrolle der Nukleationstemperatur - ein Nukleafidr kryomikroskopische Proben sowie
ein Frierblock fir acht parallel angeordnete Prob&ans den Ergebnissen wird ein neues
Modell entwickelt, das das osmotische Verhalten ssmanen Endothelzellen qualitativ
beschreibt.

Schlagworter: Kryokonservierung, Kryomikroskopie, Nukleationsyggmatur, FTIR
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ABSTRACT

Spindler, Ralf

Influence of nucleation temperature and concentrattn of cryoprotective agents on the

cryopreservation of human cells

Currently, crypreservation is the only method foe fong term storage of cells and tissue
which maintains the morphology, functionality anthlity of biological samples for medical
applications. In particular, the cryogenic stordggcomes increasingly important in the
emerging areas of regenerative and personalizedcmedAlthough the storage of cells is
already established in cryobanks, a lot of celesyps well as all spatially expanded samples
have mechanisms of injuries which drastically daseethe survival rate. Cellular injuries can
be procedurally controlled by a multitude of pracearamerters to increase the cell survival
rate.

Within the scope of this study, the effects of giecess parameters, nucleation temperature
and cryoprotective agent concentration on cryopvasen of human pulmonary endothelial
cells are investigated. It is hypothesized: Firgigrmediate concentrations of cryoprotective
agents result in extreme cellular shrinkage andrsgcoptimum adjustment of the nucleation
temperature can reduce the concentration of cryegiive agents. After measuring the
osmotic parameters simulations of heat and magssfal are performed. Experimental
investigations are done by using different meagurathniques: Cellular volume change and
ice crystal formation during cryopreservation areasured by cryomicroscopy. Osmotic
effects at high temperatures are acquired by CoGleeinter technique. Furthermore, Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR) is used e¢ternine effects of cellular membranes
and proteins during freezing. Two system-constomstiallow for the automatic control of the
nucleation temperature - a nucleator for cryomicopsc samples as well as a freezing block
for eight parallel arranged samples. From the tesal new model is developed which
qualitatively describes the osmotic behavior of hurendothelial cells.

Keywords: cryopreservation, cryomicroscopy, nucleation terapee, FTIR



1 EINLEITUNG

Bei der Lagerung von Materialien spielt die Temparaeine entscheidende Rolle: Die
Lagerungstemperatur definiert die Haltbarkeit deatévials, indem sie Einfluss auf die
Reaktionskinetik nimmt. Allgemein nimmt die Geschdigkeit chemischer Prozesse bei
tieferen Temperaturen ab. Fir biologische Systeittedg von van't Hoff angegebene
Reaktionsgeschwindigkeit-Temperatur-Regel (RGT-Regwch der eine Erniedrigung der
Temperatur um 10 K eine Verringerung der Stoffwetidase von biologischen Reaktionen
um das Zwei- bis Dreifache bewirkt [201]. Eine Semi der Stoffwechselrate fiihrt zu einer
Verlangsamung der Alterungsprozesse der biologrs&ysteme und deren Langzeitlagerung
wird bei tiefen Temperaturen ohne Qualitatsvengglich.

Die Kryokonservierung beschaftigt sich mit der Lagitjagerung von biologischem Material
bei kryogenen Temperaturen. Als interdisziplinarsziplin nutzt sie einerseits Verfahren der
Kryotechnik, die zur Kélteerzeuguhgdemperaturen von circa -123°C bis -273°C bereit-
stellen kann. Andererseits sind Erkenntnisse dgpoliologie erforderlich, um die Aus-
wirkungen der Kalte auf das biologische Material rhavzusagen. Das Ziel der
Kryokonservierung ist, biologische Materialien wikellen und Gewebe bei kryogenen
Temperaturen zu lagern und dabei deren Morpholdgiektionalitat und Vitalitat nach der
Wiedererwarmung zu erhalten. Wahrend die Lagerumgerbalb der Glasibergangs-
temperatur von BD bei -135°C unkritisch ist, kénnen beim Durchlaufééherer
Temperaturen Zell-Schadigungen entstehen, die dait@t mindern. Zu den Schadigungs-
mechanismen gehoéren unter anderem die intrazedllt#skristallbildung, Kélteschock und
Losungseffekte.

Verfahrenstechnisch kann der Prozess der Kryokeiesang durch Einstellung von einer
Vielzahl von Prozessparametern optimiert werdenzetiulare Schadigungen zu verhindern.
Beim Gefrieren von Zellen existieren verschiederddltyb-abhangige Prozessparameter,
darunter die Kihlrate, die Heizrate, die Nukleastemperatur und die Konzentration an
Frierschutzmitteln. Wahrend fir viele Zelltypen Rarameterstudien bereits optimale Frier-
protokolle gefunden wurden und hohe Uberlebensrategicht wurden [24], existieren eine
Reihe von wichtigen Zelltypen, die bisher nichtoégfeich kryokonserviert werden konnten,

darunter Spermien und Eizellen verschiedener Sgeziad einige Blutzellen wie

! Obwohl in der Kryotechnik der Begriff “Kalteerzawng” gebréauchlich ist, kann beim Kihlen eines Kiikdg
keine Kalte zugefiihrt, sondern allenfalls Warmesdibigrt werden.



Thrombozyten und polymorphkernige Leukozyten [18H6]. Dartber hinaus kodnnen
Gewebe mit unterschiedlichen Zelltypen nur in Adsnaféllen unter Erhaltung der Vitalitat
eingefroren werden [53]. Verfahrenstechnisch konmenzeit Gewebe nur mit Schichtdicken
im Bereich von Millimetern erfolgreich kryokonseevi werden [39], [158], da bei grol3eren
Proben zum einen eine notwendige homogene Tempezdrilung nicht mehr im
ausreichenden Malde gegeben ist und zum anderen Muateung von Frierschutzmitteln
Probleme mit deren Toxizitdt [183] und Permealhilif25] auftreten. Eine aktuelle
Herausforderung in der Forschung besteht darin,bisberigen Limitierungen der Kryo-
konservierung zu erweitern: Dies wird unter andedemth die Entwicklung neuer Techniken
erreicht, die die Prozessparameter kontrolliered bhastehende Frierprotokolle optimieren
konnen. Wahrend zur Kontrolle der Nukleationsteraper das indirekte Elektrofreezing
entwickelt wurde [155], konnte gezeigt werden, dass Fall von nicht-permeierenden
Frierschutzmitteln deren Konzentration mittels reuder Elektroporation einstellbar ist [82].
Die Anwendung solcher Techniken fluhrt jedoch in &=gel nur zu einer Erh6hung von
Uberlebensraten einzelner Zelltypen. Im Gegensadzu dfiihrt die Erforschung von
Grundlagen in der Kryokonservierung zu einem tefieVerstandnis der auftretenden
Schadigungungsmechanismen.

In dieser Arbeit werden unter anderem folgende djegende Fragestellungen im Bereich der

Kryokonservierung behandelt:

 Wie wirkt sich die extrazellulare Eiskristallbildgnauf die intrazellulare Eis-
Nukleation aus?

* Kann die Dosis an Frierschutzmitteln verringert degr, wenn eine Eis-Nukleation
aktiv eingeleitet wird?

* Wie verhalten sich Zellen wahrend eines optimalifrier-Auftau Prozesses?

Eine Erkenntnisgewinnung aufgrund solcher ursébbhcFragestellungen fuhrt oftmals zu
neuartigen kryobiologischen Methoden, wie die Notzwon Kaspase-Inhibitoren [19] und
der Einsatz von hyperaktiven Anti-Frost-Proteinelb4]. Diese ermoglichen eine Ver-
besserung der Kryokonservierung von mehrzelligesté®yen wie natives und tissue-

engineertes Gewebe.



2 ZIELE DER ARBEIT UND GLIEDERUNG

Die Kryokonservierung dient der medizinischen Bstellung von biologischen Proben wie
vitale Zellen und Gewebe, indem sie deren Lagetomigtiefen Temperaturen ermdglicht.
Wahrend die kryogene Lagerung von Gameten, Embryamel Nabelschnurblut in Kryo-
banken bereits kommerzialisiert ist, zeichnet gtherhdhter Bedarf in dem aufstrebenden
Forschungsbereich der regenerativen und persaradisi Medizin ab. Insbesondere missen
die neu entwickelten Produkte der Gewebezichtumgl.(etissue-engineered products,
TEPs), darunter bioartifizielle und kunstliche Qrgdodelle, fur eine luckenlose Ver-
sorgungskette von ihrer Entstehung bis zum Pategééagert werden kdnnen [58]. Viele der
hierbei eingesetzten Zelltypen kénnen bisher nicithoher Uberlebensrate kryokonserviert
werden, sodass ein hoher Forschungsbedarf besteht.

Die vorliegende Arbeit entsteht im Rahmen des HemetlustersRebirth (engl. Akronym:
from regenerative_lmlogy to leconstructive thrapy), das auf dem Gebiet der regenerativen
Biologie und der rekonstruktiven Therapien tatiy Mor diesem Hintergrund erfolgt die
Entscheidung, die experimentellen Untersuchungemwmanen Endothelzellen der Lunge
(engl.: human pulmonary microvascular endotheliellsc HPMEC) durchzufiihren, um
daraus neue Erkenntnisse auf dem Gebiet der Krgekoierung zu gewinnen. Aufgrund von
Voruntersuchungen in aufwéndigen Parameterstudied su Beginn der Arbeit einige
optimale Prozessparameter fir diesen Zelltyp tsebsikannt, wobei diese optimalen Prozess-
parameter mit einer Kihlrate von 5 K/min und eik@rerschutzmittelkonzentration von
5Vol.-% MeSO bestimmt sind [80]. Zusatzlich wurde der Eirdluder Nukleations-
temperatur bei Kuhlraten zwischen 1 und 5 K/minvi@nige andere Zelltypen von Petersen
ermittelt [157]. Er wies mit humanen Fibroblasteaclm, dass die optimale Nukleations-
temperatur eine geringe Abhangigkeit von der Kihblrdesitzen kann. Mit diesen
Vorkenntnissen entsteht das besondere Interessezelmlare Verhalten im Bereich des
Parameter-Optimums zu untersuchen.

Die Aufgabe ist, den Einfluss der Prozessparamtiiteationstemperatur und Frierschutz-
mittelkonzentration auf die Kryokonservierung vonPMEC-Zellen in der N&ahe des
bekannten Parameter-Optimums zu erforschen. Esewemvei Hypothesen aufgestellt:
Erstens, die Konzentration an Frierschutzmittelwildé bei mittleren Konzentrationen ein
extremes Dehydrieren der Zellen und zweitens, dueche optimale Einstellung der

Nukleationstemperatur kann die FrierschutzmitteBiemiration verringert werden.



Zunachst sollen die zellularen osmotischen Paramelarunter die hydraulische Kon-
duktivitat und die Aktivierungsenergie der HPMECHZm, bestimmt werden. Diese werden
in Kapitel 3 innerhalb der ,Grundlagen® und ,Stasher Technik* ndher erlautert. Im Kapitel
4 werden Simulationen der TemperaturverteilungetsitFEM-Analysen beschrieben. Diese
sollen zeigen, wie die Warme von den wassrigen éiran die jeweiligen Probenhalter in
den experimentellen Aufbauten abgefuhrt werden.ddshzellulare osmotische Verhalten bei
geringen Kuhlraten zu analysieren, soll eine Sitmhades Stofftransportes unter Nutzung
eines Wassertransportmodells (WTM) durchgefuhreer

Die experimentellen Aufbauten und Methoden sinchrder Geometrie der Proben geordnet
und in Kapitel 5 dargestellt. Verschiedene Methoden Kryomikroskopie missen genutzt
werden, um das osmotische Verhalten wie Volumen@nden und intrazellulare
Eiskristallbildung von HPMEC-Zellen optisch zu chlaerisieren. Fir die Kryomikroskopie
soll ein Nukleator konstruiert werden, der eineoawdtisierte Nukleation dinnschichtiger
mikroskopischer Proben ermdglicht. Zur Untersuchagtnderférmiger Zellsuspensionen
soll bei hohen Temperaturen zur Bestimmung des-\VZ@limens die Coulter Counter-
Technik eingesetzt werden und bei tiefen Tempegatsoll ein automatisches Einfriergerat
genutzt werden. Hierzu muss ein Peltier-Elemeniebi@s Frierblock entwickelt werden, der
die Nukleation von 8 parallel angeordneten Probekommerziell erhaltlichen Kryoréhrchen
gleichzeitig auslésen kann. An dinnschichtigen patliéts soll die Fourier-Transform
Infrarotspektroskopie bei hohen und bei tiefen Terajuren eingesetzt werden. Aus den
Infrarotspektren lassen sich die Effekte beim Henén der HPMEC-Zellen auf deren
Membranen und Proteine ableiten. Die Ergebnisselemem Kapitel 6 geschildert: Es wird
der Einfluss der untersuchten Prozessparameter daef intra- und extrazellulare
Eiskristallbildung, Anderungen des Zell-Volumensllaare Proteine und Membrane und der
Uberlebensrate der HPMEC-Zellen nach der Kryokonermg erlautert. Dabei werden
bisher unbekannte Effekte beim Einfrieren und Augtabeschrieben, wie der Freeze-induced
Swelling-Effekt. Ein Vergleich zwischen den thewehhen und praktischen Untersuchungen
liefert Kapitel 7. Die Ergebnisse werden in KapBediskutiert und in einem neu entwickelten
Modell zusammengefiigt, das die erforschten Effejdalitativ beschreiben kann. Dieses
Modell beschrankt sich grundsatzlich nicht nur adie hier erforschten humanen
Endothelzellen, sondern liefert einen generellenitr@&g zum Verstandnis der

Kryokonservierung von humanen Zellen.



3 GRUNDLAGEN UND STAND DER FORSCHUNG

3.1 Thermodynamik der Kryokonservierung

3.1.1 Nukleation und Eiskristallwachstum

Wird eine wassrige L6sung unterhalb ihrer Gleichigbtg-Friertemperatuf,, abgekuhlt, so
wird sich der flissige oder der energetisch gluestigkristalline Zustand einstellen. Im
thermodynamischen Gleichgewicht nimmt dabei die ehdgige Gibbs-EnergieG ein
Minimum an (Abb. 3.1 Vorraussetzung fur den Phasenwechsel von flirsseg kristallin ist
eine Nukleation des Wassers, bei der sich ein gamdigrof3er Eiskeim bildet, an dem sich
weitere HO-Molekile anlagern kénnen. Ohne Nukleation befirsieh die wassrige Losung
bei Temperaturen unterhalb vap, in einem metastabilen, unterkihlten (engl.: supaed)
Zustand. Die Wahrscheinlichkeit flr eine Nukleatibei der Nukleationstemperattir,
wachst mit steigender Unterkihludd = T T, bis zur maximalen méglichen Unterkiihlung
bei der homogenen Nukleationstemperdiuder Loésung. Reines Wasser kann beispielsweise
unter atmospharischem Druck bis maximal auf ~-39,6Aterkihlt werden, was an kleinen
Wasser-Tropfen mit einem Volumen von wenigen Miiteoh beobachtet wurde [26].

Der stochastische Prozess der Nukleation kann eligddurch dieprimére und sekundére
Nukleationunterschieden werden, welche ohne bzw. im KortakKristallen erfolgt. Eine
Unterteilung ist in_Abb. 3.2largestellt. Hierin wird die primare Nukleationdie homogene
und heterogene Nukleationntergliedert. Die sekundare Nukleation kann adigith einen
Flassigkeitsstrom (Scherung), durch eine Interakimit einem Partikel (Bruch, Reibung)
oder durch eine Spaltung eines Partikels (Nadalya@dst werden.

Mit Hilfe der klassischen Nukleationstheorie konngie verschiedenen Nukleations-Arten
quantitativ beschrieben werden. Hierzu wird die iS#Energie genutzt, die im Allgemeinen
von der TemperatuF, dem Druckp und den Stoffmengem der beteiligterN Komponenten

des beschriebenen Systems abhangig ist. Aus dafariddifferential der Gibbs-Energie

3G __ 3G N 3G
dG=—0WT+—"ldp+ ) —[d
aT ap P 25, N 3.1)
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Abb. 3.1 Qualitative Darstellung der Gibbs-Energie einerssvijen Losung in Ab-
hangigkeit von der Temperatur im thermischen Gigeticht [13].
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Abb. 3.2 Einteilung der Nukleation-Arten nach [89] mit ddErweiterung der
Unterscheidung zwischen spontaner und induziertédestion.



ergibt sich die Fundamentalgleichung der Thermonhyk#l5]

N

i=1

mit der EntropieS, dem VolumerV und den chemischen Potentiajgrder Komponenten.
Eine Nukleation, die aus einem Eiskeim besteht,sigr nur im Kontakt mit unterkihlten
Wasser befindet, heiRthomogene Nukleationund tritt bei der homogenen
Nukleationstemperatur, auf. Dabei wird ein Cluster beschrieben, derrattsO-Molekilen
besteht. Die ArbeiV(n)zur Bildung dieses Custers wird definiert als [93]

W(n) =G, (n) -G, (3.3)

Die Indizesl und2 beziehen sich auf die Zustdnde vor bzw. nach détddtion. Die Gibbs-
Energien kdnnen nach Gleichung 3.2 unter Annahnmstkoter Temperatur und konstantem

Druck mit Hilfe der chemischen Potentiale und bigfigin Moleklle ausgedrickt werden:

G =Ny (3.4)
G,(n) = (N -n) 0 +nCl, +G,,(n) (3.5)

Hierin ist N die Anzahl der BO-Molekiile. Ge(n) beschreibt eine Uberschussenergie, die )
die Oberflache des Clusters, 1) die Anderung descRes im Cluster und 1ll) die Differenz
der chemischen Potentiale beinhaltet. Mit der Didin der Ubersattigungu = 14-46 folgt

die allgemeine Gleichung fir einen,®Cluster mit n Molekulen fur die homogene
Nukleation:

W(n) = —nlAu +G,,(n) (3.6)

Eine heterogene Nukleatiolregt vor, wenn der Eiskeim im unterkihlten WasseKontakt
mit einem Fremdkdrper ist und die Nukleation ber dlikleationstemperatuf, erfolgt,
wobei gilt (vgl. Abb. 3.):

T, <T,<T, (3.7)

Die heterogene Nukleation tritt, verglichen mit dewmogenen Nukleation, haufiger in
technischen und biologischen Systemen auf, daischnterkiihlten Wasser meist Fremd-
korper wie mikroskopische Partikel und Blasen kagim In Glas-Behaltern konnte reines
Wasser maximal bis -30 1°C unterkuhlt werden [212].

Fiur die heterogene Nukleation gilt ebenfalls Glaimy 3.3 und die Gibbs-Energien erhalten

im Vergleich zu der homogenen Nukleation zusateliSammanden



G, =N, 4 +{G, + @} (3.8)

G,(n) = (N, =) 4 + N, + Gy, () +{G, + @)} 3.9)

hierin ist G5 die Gibbs-Energie des Fremdkérpers ugdh und @(n) sind die Ober-
flachenspannungen fir= 0 bzw.n > 0. Analog zur Herleitung von Gleichung 3.6 ergilath

fur die heterogene Nukleation die Arbéf(n) zur Bildung eines Clusters:

W(n) = -ndu+G,,(n) +{@a(n) - @} (3.10)

Die induzierte Nukleationist dadurch gekennzeichnet, dass durch das Egdmireiner
zusatzlichen Energigin Gleichung 3.10 ein weiterer Summand hinzukomimt.Fall des
Electrofreezings kann durch Anlegen einer hoherkteéehen FeldstarkeEe in der
GroéRenordnung von ~1&/m an die unterkiihlte Lésung eine Nukleation iridut werden
[157]. Aus Gleichung 3.10 folgt:

W(n) = -nAu+G,(nN)+H{ah) -a.l+e, (3.11)

%) = EOZEW [Eg?viv_lj ., E° (3.12)
Hierbei sindg, die elektrostatische Feldenergiednderung b@-Blusterbildungg,, &, &die
Dielektrizitatszahlen von Wasser, Eis und im VakyM, das Volumen des 4@-Clusters
sowieE die externe elektrische Feldstarke.
H,O-Cluster, die eine geringere Anzahl an Molekiilendie kritische Anzahh™ besitzen,
sind instabil. Beim Ereichen der kritischen Anzatds HO-Clusters mit der kritischen
EnergieW wird dieserEiskeimgenannt und es gilt das Nukleations-Theorem igeatlein
gultiger Form [94]:

aw

dAu (3.13)
Fur n>n ist ein HO-Cluster stabil und die weitere Anlagerung vogOHMolekiilen ist
begunstigt, sodass das Cluster-Volumen anwachsen ka
Alternativ kann die Bildung eines sphérischen @simit einem Volumenanteil der Gibbs-
EnergieAGy, der Oberflachenspannuygund dem Radius beschrieben werden [63], siehe
Abb. 3.3 mit

AG(T) = gnms MG, (T) +4mk* Oy (3.14)



wobei fiir die Eisbildung der kritische Raditisund die kritische EnergidG" tiberschritten

werden muss. Fur diese gilt:

sy 2Ly

r(T)= AG, (T) (3.15)
RN -7, 40

AG (T) _—3[ﬁAGV MF (3.16)

Das Wachsen des Eiskristalls geschieht aufgrund dirensports von ¥#D-Molekilen an die
Oberflache des Eiskristalls durch Diffusion. Bestimmird dieser Transport durch die
Aktivierungsenergie und Viskositat der SchmelzedBesteigen bei tiefen Temperaturen. Die
Folge ist, dass sich der Transport vonOFMolekilen zur Eiskristallfront bei tieferen

Temperaturen verringert.

*

Gibbs-Energie AG [J] —»
>
o Q

Cluster-Radius » [nm] —»

Abb. 3.3 Qualitative Darstellung der Gibbs-Energie zur Biidweines spharischen®-
Clusters in Abhangigkeit vom Cluster-Radi®3].

Analog zur Beschreibung der Nukleation wird das Ess&llwachstum thermodynamisch
beschrieben [61]: Die ArbeinG.(T) zur Bildung eines Kristalls an einer vorhandenen
Eiskristallfront ist gegeben durch:
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AGC(T) = _nc mﬂc (317)

Hierin beschreibem. die Anzahl der an den Kristall bindendeaOHMolekile undA/ die
Differenz der chemischen Potentiale an der Kriskedtfliche und in einer Entfernung einer
mittleren freien Wegléange. Fur die Gibbs-Energ(®(T) zur Bildung eines Eiskristalls mit
der HOhea, dem Radius. und der Oberflachenspannupgwelcher sich auf einer planaren,

vorhandenen Eiskristallfront aufbaut, gilt:

AG(T) = i1, [AG,(T) + 273, [aly, (3.18)

Hieraus ergeben sich kritischer Radius und kries@ibbs-Energie (analog zu Gleichung
3.15und 3.16) mia =1 zu:

* __ yc
I’c (T) - AGC(T) (3.19)
. _ n[yj
ACM="2m (3.20)

Wassermolekile konnen sich beim Gefrieren Uber @agsfbriickenbindungen quasi-
tetraederformig mit 4 bis 4,4 Bindungspartnern dnen, wobei sich aus dem Eis-Cluster ein
Eiskristall mit einer stark ausgepragten Anisotropieet. Diese Anisotropie fuhrt zu einer
unterschiedlichen Wachstumsgeschwindigkeit in dereréchiedenen Achsen, &, & und ¢
des Kiristalls (Abb. 3.9a Wéahrend das Kiristallwachstum in Richtung der ahge nur
langsam erfolgt, ist die WachstumsgeschwindigkeiRichtung der a-Achsen héher und es
entsteht eine flache hexagonale Geometrie des &isksi Dies ist der Grund, warum
Schneekristalle eine hexagonale Geometrie aufweBas hexagonale Eis (engl.: hexagonal
ice, k) ist unter Normaldruck stabil und ist deshalb kigaifigste beobachtbare Struktur bei
Eiskristallen. Unter bestimmten Umstdnden kann jedoauch eine metastabile
Kristallstruktur auftreten — das kubische Eis (englibic ice, ¢). Kubisches Eis wurde beim
Erwdrmen im Temperaturbereich von -150°C bis -80°@bhehtet (Abb. 3.4b Bei
Temperaturen um -120°C wandelt es sich langsam xadmales Eis um und bei hoheren
Temperaturen um -70°C ist dieser Umwandlungsprozesshleunigt. Dartber hinaus kann
Eis in nicht-kristalliner, amorpher Struktur exisée und wird dann vitrifiziertes Eis (engl.:
vitreous ice, ) genannt. Dazu muss reines Wasser sehr schnelkahig werden und dessen
Temperatur unterhalb der homogenen Nukleationsteatyredie Glastibergangstemperalyr
von -135°C erreichen, bevor die Erstarrung des Wass®lgt [51].

Beim Erstarren einer wassrigen Losung werden haciplish Wassermolekile in den

wachsenden Eiskristall eingebaut. Zunachst entstielntiurch eine planare Eiskristallfront.
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Diese planare Eisfront kann durch die Einlagerurmm Fremdmolekilen destabilisiert
werden. Hierbei beschreibt der Verteilungskoeffizie das Verhaltnis der Konzentration an

Fremdmolekilen auf der festen und flissigen Seate=isfront, mit:

@]

k=—

X-0" —6
c =10 (3.21)

x-0"

Das bedeutet, dass nur circa 1 Fremdmolekul von ilioMen H,O-Molekilen in den
wachsenden Eiskristall eingelagert wird. Es istuamerken, dass Anionen und Kationen
unterschiedliche Verteilungskoeffizienten besitzerd dadurch im Fall von Naund CI-
lonen eine elektrische Spannung Uber der Phas¢mnisteht, bekannt unter dem Workman-
Reynolds Effekt [107].

Die planare Eisfront kann aul3erdem durch eine Temtyrerhohung destabilisiert werden,
die wahrend des Einfriervorganges erfolgen kann. d& Phasenumwandlung wird die
LatentwarmedH; frei. Diese betragt bei reinem Wasser 6,01 kJ/b&l0°C und wird bei
tieferen Temperaturen kleiner [63], [48]. Die Eataing der Latentwarme kann wie folgt
beschrieben werden: In der Flissigphase besitzerHgD-Molekile eine Maxwell’schen
Geschwindigkeitsverteilung. Bei der Anlagerung aiskEstallen (sekundare Nukleation)
binden sich bevorzugt langsame4Molekiile an den Eiskristall. Dadurch steigt digthere
Geschwindigkeitsverteilung der restlicherpCHMolekile in der Schmelze, wodurch die
Latentwarme frei wird. Wird die Latentwarme nicluheell genug abgefuhrt, kommt es zu
einem Temperaturanstieg. Abb. Z&igt den prinzipiellen, zeitlichen Temperaturaaflvon

reinem Wasser (a) und einer wassrigen Losung () Befrieren und beim Auftauen.

AC

Abb. 3.4 Die Kiristallstruktur von hexagonalem Eis (a) unohvkubischem Eis (b) —
dargestellt sind die Positionen der Sauerstoffatfihp
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Temperatur 7 [°C]—»

Temperatur 7 [°C]—>

kristallin

fliissig

fliissig
| flissig + kristallin

| flussig + kristallin

-135

Zeitt [s] —»

fliissig + kristallin

kristallin

flussig + kristallin
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Abb. 3.5
Temperaturverlaufe beim
Gefrieren und Tauen von
Wasser (a) und einer was-
srigen LOsung mit ge-
gebener Anfangs-Konzen-
tration von 0,9 Gew.-%
NaCl (b), [51], [217].
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Nach der Nukleation bei der Nukleationstemperdiusteigt die Temperatur, abhéngig von
dem Grad der Unterkiihlung, bis maximal zur SchreetperatufT,, an. Beim Gefrieren von
reinem Wasser bleibt die Temperatur zunachst konskei T, da die produzierte
Latentwarme genauso grof3 wie die abgefiihrte Wasmdni wassrigen Losungen hingegen
sinkt die Temperatur auf den aktuellen, fallendehr®elzpunkt der sich aufkonzentrierenden
Schmelze. Sobald die Produktion an Latentwarmengeriist als deren Abfiihrung, sinkt die
Temperatur starker. Unterhalb der Solidustemperbterstarrt die Schmelze, was zu einem
weiteren Temperaturanstieg fihren kann [217].

Augrund der Destabilisierung der planaren Eiskitistat entstehen gekerbte, zungen-
formige, verstrebte (dendritische) und doppelt welde Morphologien der Eiskristallfront
[78], [174]. Dieses nicht-planare Eis hat gegenup&narem Eis eine hdhere Ober-
flachenspannungg und hat damit einen tieferen Schmelzpunkt. Nidatrares Eis, welches
sich in einer Zellmembran-Pore mit dem Radidsefindet und mit dieser im Kontaktwink@|
steht, erfahrt eine Gefrierpunktserniedrigund, die mit Hilfe der Kelvin-Gleichung

berechnet werden kann zu

- ch D-O |J/sl EOS@)

ot aldH, (3.22)

wobei ¢ die molare Masse von Ei§} die Schmelztemperatur von planarem Eis dHgdie

Latentwarme von Wasser ist [4].

3.1.2 Phasendiagramme

Zur Beschreibung der Zustédnde von StoffsystemerdeveiPhasendiagramme genutzt. Sie
gelten grundsatzlich nur im thermodynamischen @gevicht. Im Bereich der Kryo-
konservierung basieren Phasendiagramme entwedemarghologischen Studien der Eis-
kristall-Struktur oder thermischen Analysen der g$&miibergangs-Temperaturen [71].
Obwohl kirzlich das erste quaternére Phasendiagraenaffentlicht wurde [73], soll hier das
fur diese Arbeit relevante ternare Phasendiagrany@-WaCl-MeSO naher beschrieben
werden (Abb. 3.6 Wird eine wasserreiche Losung bestehend ausSdefikomponenten
H,O, NaCl und MgSO langsam abgekihlt, so bildet sich bei der TenwpefE beim
Erreichen der Liquidusflache Eis aus. Die aktuellesssfumensetzung des Stoffsystems

entspricht dabei der Projektion der aktuellen Temperauf die Grundflache des Phasen-
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diagramms. Wahrend sich die Temperatur YVomachT” entlang der Liquidusflache &ndert,
konzentriert sich die Losung auf (I nach Il). Dakerringert sich die Konzentration an®
Ch2o und deR-Wert bleibt konstant, mit

— CAdd
R= Cot (3.23)

wobei Caqq UNndCnacy die Konzentrationen des Additivs und des NaClan$®ichmelze sind.

Liquidusflache

Temperatur T[°C] —»

NaCl >~ 7~ R0

/

&
7

4(7%"’/0
(§

14/.\0/0/

N
<
Q

S Additiv <

Abb. 3.6: Qualitative Darstellung eines terndren Phasenaiagrs mit HO-NacCl-
Additiv. Ebenfalls ist eine Grundflache enthaltedie die jeweiligen
Massenanteile der Stoffkomponenten veranschayjligit].

Beim weiteren Abkihlen vom” nachT” entlang des eutektischen Grabens verschiebt sich
der R-Wert (Il nach lll). Im ternaren eutektischen Pur(kl) bei der TemperaturT’”
verfestigen sich alle Komponenten. Mit den Indides festen Phasg der flissigen Phade
und allen Phasen des Systethand der verallgemeinerten Hebelregel kbnnen disddia-

anteilef der Stoffkomponenten bestimmt werden, mit:

_ CAdd,s - CAdd,O - CNaCI,s _CNaCI,O — CHzo,s _CH 20,0

CNaCI,s - CAdd,I CNaCI,s - CNaCI,I C H20s CH 20/

(3.24)
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fo=1-f

(3.25)

Mithilfe des Phasendiagramms aus Abb. @ der Konzentrationsverteilung an Elektrolyten
in der gefrierenden L6sung kann die lokale Untehliip bestimmt werden.

Wachst eine Eiskristallfront mit der Geschwindigkein einer wassrigen Losung, so erhoht
sich die lokale Konzentration an Elektrolyt€(x) vor der Eiskristallfront (Abb. 3,70ben
links). Dadurch kann sich die entsprechende lokadgiidustemperatufT,(x) oberhalb der
Probentemperatuf (x,t) verschieben, sodass eine konstitionelle Unterkighlauftritt. Wird
eine urspringlich planare Eiskristallfront destak@tt, so wachst der Eiskristall vornehmlich

in Bereiche, in der konstitionelle Unterkihlung riseht und die Eiskristallfront wird nicht-

planar.
Ort x [mm] —»
0
T kristallin
I
£
@)
=
2
5
=
Q
N
=)
o
%
H C(; C,
kristallin L fliissig L fliissig

2, 2.
~ : : ~
» g é 5
= 5 § =
2 : ’ : 5]

: Lo o
5 : : &
a o Konstitutionelle kristallin + fliissig b | F

0 d 0

Ort x [mm] — Konzentration C [mol/l]] —

Abb. 3.7 Erlauterung der konstitutionellen Unterkihlung:fgaund der ortsabhéangigen
Konzentration der Losun@(x) vor der Phasenfront (oben links) ergeben sich
entsprechend der Liquiduskurve (unten rechts) biiEagige Liquidus-
temperaturen. Im Diagramm (unten links) ist im Behed <x < d, die lokale,
zeitabhéngige Temperatdix,t) kleiner als die Liquidustemperatiy(x) und
die Losung ist dort konstitutionell unterkuhlt [112
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3.1.3 Eigenschaften von Frierschutzmitteln

In der Regel werden in der Kryokonservierung zumiklierung der prozessbedingten
Schaden des biologischen Materials Frierschutzhféteyl.: cryoprotective agents, CPA) ein-
gesetzt. Es existieren nur wenige Ausnahmen, berdéohe Kihlraten genutzt wurden und
dabei auf Frierschutzmittel verzichtet werden ker{i86], [144]. Bisweilen wurden eine Viel-
zahl von Chemikalien als Frierschutzmittel ideatdrt, die ihre schitzenden Effekte in unter-
schiedlichen biologischen Materialien bewiesen hafab. 3.1zeigt eine Zusammenstellung
gangiger Frierschutzmittel. Daraus ist ersichtlidass diese Frierschutzmittel keiner einheit-
lichen Stoffgruppe zugeordnet sind, sondern nachknilchemischen bzw. physikalischen
Eigenschaften kategorisiert werden konnen. Zu diedér die Kryokonservierung
bedeutsamen Eigenschaften von Frierschutzmittdllena

e Schmelzpunkt-Erniedrigung
* Interaktion mit Eis

» Stabilisierung von Proteinen
* Toxizitat

» Ldslichkeit

* Permeabilitat

* Viskositat

Frierschutzmittel andern die physikalischen Eigba$ien einer wassrigen Lésung. Dies gilt
im besonderen Mal3e flr niedermolekulare Frierschititzl wie Dimethylsulfoxid, Ethylen-
glycol und Glyzerin. Sie verringern die Konzentatian Wasser durch die Anzahl ihrer
Molekile. Dadurch andern sich die kolligativen HEigehaften der Losung, darunter ihre
Schmelztemperatur, Dampfdruck und ihr osmotischerck [117]. Die Schmelztemperatur
Tm einer LOsung erniedrigt sich um 1,855°C fur jedeolale Erh6hung an Frierschutzmittel.
Zusatzlich ist mit einer Schmelztemperatur-Ernigaing AT, auch eine homogene
Nukleationstemperatur-ErniedrigunglT,, verbunden. Den Zusammenhang liefert der
Parameter = ATy, / AT, Dieser wird genutzt, um Lésungen von Frierschittain zu ver-
gleichen und nimmt Werte im Bereich von 1,5 bisn5[@2]. Der Schutzmechanismus von
Frierschutzmitteln auf biologisches Material aufgfteiner Schmelztemperatur-Erniedrigung
lasst sich folgendermaf3en beschreiben: Eine Schengteratur-Erniedrigung fuhrt nach der

Eiskristallbildung bei gegebener Temperatur daassdaler Anteil an Eis reduziert wird [128].
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Mit anderen Worten andert sich die Schmelze, bex@yg die Zusammensetzung vor der
Kristallisation, weniger. Aul3erdem verringert seifgrund der Prasenz der Frierschutzmittel
die Salzkonzentration in der Schmelze [116].

Frierschutzmittel beeinflussen die mechanischedkt®n zwischen Eiskristallen und Zellen.
Mit 2,7 M Glyzerin eingefrorene Erythrozyten wurderom Eis eingeschlossen und
Uberlebten. In Abwesenheit von Glyzerin wurden dieythrozyten in die sich auf-
konzentrierenden, interdendritischen Bereiche gedriind Uberlebten nicht [87]. Ahnliche
Untersuchungen wurden mit Lymphoblasten durchgéfithit 100 M Trehalose wurden die
Zellen von der wachsenden Eiskristallfront eingéssden und tberlebten, wahrend mit 10 M
Trehalose die Zellen nicht eingeschlossen wurdehilure Vitalitat verloren [83].

Es wird vermutet, dass einige Frierschutzmittel @imethylsulfoxid und Glyzerin, Proteine
stabilisieren kénnen [66]. Nach dem ,preferentiatlasion Mechanismus werden Proteine
dabei unter Minimierung der Gibbs-Energie bevorzagthrem nativen Zustand gegentber
einem denaturierten Zustand gehalten, was zu &tadilisierung ihrer Konformation fihrt
[14].

Frierschutzmitteln zugeordnet, obwohl sie dem gegkgen Phanomen des ,preferential

Interessanterweise wurden einige Chemikaliame Harnstoff ebenfalls den

binding“ Mechanismus unterliegen und vorzugsweisgdme von ihrem nativen Zustand in

den denaturierten Zustand Uberfihren.

Tab. 3.1: Auflistung von Chemikalien mit kryoprotektiver Virng, erweitert nach
Lippert et al. [121] und Baust et al. [20].

Acetamid Erythritol Mannitol Serin

Agarose Ethanol Mannose Natriumbromid

Alginat Ethylenglycol Methanol Natriumchlorid

Alanin Monomethylether Methoxypropandiol|  Natriumjdd

Albumin Formamid Methylacetamid Natriumnitrat

Ammoniumacetat Glucose Methylformamid Natrumsulfat

Butanediol Glyzerin Methylharnstoff Sorbitol

Chondroitinsulfat Glycerophosphat Methylglucose rBee

Chloroform Glycerylmonoacetat Methylglyzerin Trebsed

Cholin Glycin Phenol Triethylenglycol

Cyclohexandiol Hydroxyectoin Pluronicpolyol Trimgthminacetat

Dextran Hydroxyethylstarke Polyethylenglycol Haoibt

Diethylenglycol Inositol Polyvinylpyrrolidon | Valin

Dimethylacetamid Lactose Prolin Xylose

Dimethylformamid | Magnesiumchlorid Propylenglycol

Dimethylsulfoxid Magnesiumsulfat Pyridin-N-Oxid

Ectoin Maltose Ribose
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Die Toxizitat von Frierschutzmitteln ist besondeogi den niedermolekularen Frier-
schutzmitteln beobachtet worden. Mittels der'][fNa‘]-Method€ wurden toxikologische
Untersuchungen mit M8O, Ethylenglycol und Glyzerin an Gewebeschnitten 5°C
durchgefuhrt. Es wurde gezeigt, dass ,®@ am wenigsten toxisch ist [37]. Unter
Verwendung von M&SO, Glyzerin und im besonderen Mal3e bei 1,2-Prapahevurde in
Maus-Embryonen spektroskopisch die Entstehung vam&dehyd nachgewiesen, die als
eine alternative Ursache fur Zellschadigungen wsehkagen wurde [92]. Nach einer
zehnminutigen Inkubation von 7,5 Vol.-% bBO in Nierenzellen vom Rhesusaffen bei 25°C
zeigte sich mittels der Rasterelektronenmikroskopereits eine Dilatation und eine
Degranulation des rauen Endoplasmatischen RetilaiBowie evidente Schadigungen an den
Mitochondrien [125]. Vergleichende Messungen arselie Zelltyp bei 4°C unter gleichen
Bedingungen ergaben keine sichtbaren Schadigungeshoch ein Anschwellen der
Mitochondrien im Vergleich zur Kontrolle (ohne MEO). Hochmolekulare Frierschutzmittel
wie Hydroxyethylstarke wurden in der Kryokonserumg von Blut eingesetzt und mussten
vor der Transfusion aufgrund der geringen Toxizitéht ausgewaschen werden [187]. Da
die Toxizitat zeit- und temperaturabhéngig ist, deer Frierschutzmittel dem biologischen
Material bei 4°C oder bei hohen Konzentrationen tieferen Temperaturen stufenweise
hinzugegeben [24], [39], [192].

Bei der Suche nach neuen Frierschutzmitteln isthadie Loslichkeit der meist nieder-
molekularen Frierschutzmitteln in Wasser von Bedegt In Studien an M8GO,
(Dimethylsulfon), das dem Frierschutzmittel #8© sehr ahnlich ist, wurde festgestellt, dass
dieses bei tiefen Temperaturen aus der Losung lausi@ sich als Feststoff innerhalb von
Zellen anlagern kann und dort zelltoxisch wirkt§].2

Die Permeabilitat von Frierschutzmitteln bestimmtie schnell dieses in biologisches
Material eindringt und sich dort verteilt. Die Thigaft ist dabei ein Konzentrationsgradient,
der sich hauptsachlich tUber Diffusion ausgleichis&zlich wirken bei dem Stofftransport
elektrostatische Ladungen von Molekllen [177], Memnkigenschaften [29], [67] und die
temperaturabhangige Viskositat [90] mit. Des Weitespielt die MolekulgréRe der Frier-
schutzmittel eine Rolle, wobei niedermolekulareefathutzmittel sich schneller als hoch-
molekulare verteilen. Zur Erlangung einer moglidsinogenen Frierschutzmittel-Verteilung
in den Proben missen vor allem bei raumlich ausgede Proben lange Einwirkzeiten

genutzt werden. Bernemann et al. haben kirzlichEdjglibrierungs-Zeiten von 5% M8O

% Bei dieser Methode wird das intrazellulare Venhiglder Konzentrationen [j{[Na‘] gemessen, um auf die

Vitalitat von Gewebeschnitten zu schlie3en [37].
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in Kollagen-Scaffolds (30 x 30 x 10 nimmittels der Computertomographie untersucht. In
dieser Studie erlangte der Scaffold erst nach 3d&t eine homogene Konzentration-
verteilung und die Diffusionskonstante wurde experitell zuD = 0,2410° cnf/s bestimmt
[25]. Aus diesen Gruinden muss der zeitliche Temperarlauf in der Kryokonservierung so
gestaltet sein, dass beim Beladen und EntfernenFvi@nschutzmitteln die Toxizitat gering

und die Permeabilitat hoch ist.

3.2 Kryokonservierung von Zellen

3.2.1 Zell-Dehydrierung

Zellen kdnnen aufgrund der Semipermeabilitat il@smamembranen bei unterschiedlichen
chemischen Potentialen der intra- und extrazebmdmdsungen ihr VolumeX verandern. In
der Regel ist mit einer Zell-Volumenanderung haéigi$ich ein Flux von Wasser (Subskript:
w) verbunden und es gilt dann fir eine Zell-VolumeaetungdV/dt[137]

dv

E:'—pmﬂﬁﬂiv—ﬂi)/uw:LpDAERUE(Me"\"i) (3.26)

wobeil, die hydraulische Konduktivita# die Flache der Zellmembrax, die molare Masse
von WasserR die allgemeine Gaskonstante udddie Osmolalitat ist (die Superskrigteind

e beziehen sich auf den intra- und extrazellulareur®). Die Rate, mit der Membran-
permeierende Frierschutzmittel (Subskri@PA) in die Zelle eindringen, ist durch die

zeitliche Anderung ihrer Stoffmengera gegeben:

s _

dt CPA Dﬁ[ﬁﬁ'@PA B rTtPA) (3.27)

Pcpa ist hierbei der Permeabilitats-Koeffizient deségéén Frierschutzmittels untcpa ist
dessen Molalitdt. Die Verwendung eines Refektiongflizienten g, der die Interaktion
zwischen dem Wassertransport und einem Frierschiigtfiransport tber der Zellmembran
beschreibt, ist nach neueren Erkenntnissen nictig fit00], [137]. Einige Forscher nutzen
jedoch ein erweitertes Modell, um die zeitlichelZ&lumenanderung zu beschreiben [42],
[91]:
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d_V:LPDA‘ERD- AH i_l —In ch_(nsVs"'nCPAVCPA)
dt U, R TR T ch - (nsl/S + nCPAVCPA) + |/W(¢/SnS + nCPA) (328)

w

Dieses Modell berlcksichtigt den Wassertranspoet dler Zellmembran, die Eis-Nukleation
und das Eiskristall-Wachstunv ist das molare Volumen und die Stoffmenge mit den
Indizes w, s und CPA fiur Wasser, Salz und Friemsrhiitel. Fur NaCl wird die
Dissoziationskonstantgs = 2 benutzt. Das Zell-Volumen besteht dabei ausSdenme des
osmotisch inaktiven Volumeng, und dem osmotisch aktiven Volum¥g. Wie in Abschnitt
3.1.2 mittels Phasendiagrammen erlautert, andehtisi Anwesenheit von Eis bei Anderung
der Temperatur die Konzentration an Elektrolyten baw.Frierschutzmittel, was zu einer
Anderung der chemischen Potenziale fiihrt. Aus die€rund schrumpft bzw. schwillt die
Zelle wahrend des Einfrierens und Auftauens, bik dgie chemischen Potentiale vom intra-
und extrazellularem Raum angeglichen hahér (f).

Der Wassertransport Uber der Plasmamembran istetratupabhangig. Der Zusammenhang
zwischen der hydraulischen Membran-Konduktivitatlgjo hydraulische Membran-Perme-
abilitat) und der Temperatur wird durch eine ArrlusaBeziehung beschrieben [10]:

_ E, 1 1
L, =Ly @X[{—? m? _T_R)J (3.29)

Dabei istL,q eine Referenz-Membran-Konduktivitat bei der Refetemperatuifg und Ep

die AktivierungsenergieL, und E, sind die Membran-Parameter und beschreiben das
osmotische Verhalten von Zell-Membranen. Sie sibdaagig vom Zelltyp und unterliegen
aul3erdem einer starken Variation innerhalb eindip@geulation [161]. Frihere Messungen
zur Bestimmung der Membran-Parametern wurden benmRamperatur durchgefuhrt und auf
tiefere Temperaturen extrapoliert. Neuere experielenMethoden haben gezeigt, dass die
Membran-Parameter unterhalb des Gefrierpunktes demen oberhalb stark abweichen
konnen und eine Extrapolation zu Fehlern von 5%edfiilkann, was zu einer Ungenauigkeit
in den Simulationen fuhrt [102]. In Abwesendheinviis fiihrt eine Temperatur-Anderung
nur zu einer thermotrophen Anderung der Membran.Ahwesenheit von Eis kommt
zusatzlich noch eine lyotrophe Membran-AnderungziinZellmembranen erfahren eine
Dehydratation, was zu einer Phasenumwandlung Pneispholipide vom fliissigen in einen
gel-formigen Zustand fuhrt [208].

Es wird allgemein angenommen, dass ein extremes ddehgn von Zellen wahrend der
Kryokonservierung zu Zellschadigungen fuhrt. Vdeeihierfur ist die ,minimum volume*-

Hypothese, die beschreibt, dass nicht-permeiereBdbstanzen wie Salze zu einem
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(undefinierbaren) Zusammenbruch der Membran-Ini&gfilhren [138]. Unter dem Begriff

.Solution effects” werden Zellschadigungen zusamgeéssst, die aufgrund der Auf-

konzentration von Elektrolyten bei extremer ZellHydrierung auftreten [66]. Der

Vollstandigkeit halber soll hier auch erwahnt werdeass nach der ,unfrozen fraction“-
Hypothese die ,solution effects® beim langsamen fii@ren eine untergeordnete Rolle
spielen. Demnach entstehen Zellschadigungen bemgsdmen Einfrieren aufgrund der
Verringerung der Gréf3e der flussigen Kanale zwischlen Eiskristallen [134], [151].

Unterstitzt wird diese Hypothese durch die Erkesnoiass das ,Zell-Volumen wéhrend des
Einfrierens unabhangig von der NaCl-Tonizitat im désung ist* [136]. Mit anderen Worten

hangt das Zell-Volumen beim langsamen Einfriereaplsichlich von der Temperatur ab
(vgl. Abschnitt 3.1.2).

3.2.2 Intrazellulare Eiskristallbildung

Ein zentrales Dogma der Kryokonservierung ist, d#ss Wachsen von intrazellularem Eis
(engl.: intracellular ice formation, IIF) irrevelde Zellschadigungen hervorruft [96].
Intrazellulares Eis per se scheint jedoch nichtadend zu wirken. Einen Einfluss hat
hierbei die GrolRe der Eiskristalle, der intrazéial Ort und der Mechanismus des
Eiskristallwachstums [66]. Der maximal von Zelleoletierbare intrazellulare Eis-Anteil
wurde nach theoretischen Berechnungen bei kultenelrepatozyten zu 3,7% bestimmt [90].
Allgemein liegt dieser tolerierbare Eis-Anteil uritalb von 15%. Es wird angenommen, dass
Zellen Uberleben, die entweder ganz oder teilwanteazelluldr vitrifizieren [111]. Die
kritische Grol3e, ab welcher Eiskristalle zellscgadd wirken, wurde zu 50 nm angegeben
[179]. Es existieren verschiedene Hypothesen, thelmteraktionen von Eiskristallen mit
Membranporen beriicksichtigen. Eine mogliche Erkdgrist, dass Eiskristalle schon ober-
halb einer Gro3e von 0,3 bis 0,8 nm zellschadigsimken, und es in dem Augenblick zu
einer Membran-Schadigung kommt, wenn die Krimmumgese wachsenden Eiskristalls
innerhalb einer Membranpore deren Durchmesser i@igir§131]. Verlieren intrazellulare
Membranen aufgrund solcher Mechanismen ihre Irttggso konnen im Fall von Lysosomen
schadigende, hydrolytische Enzyme in dem Zytoplabeigesetzt werden [84]. Nach einer
alternativen Hypothese deformiert extrazellularessdie Plasmamembran. Als Folge kénnten
sich vorhandene Membranporen vergréRern und das h8¥ac von extrazellularen
Eiskristallen durch Poren in den Intrazellularraumeglinstigen [69]. Einer weiteren

Hypothese nach konnte extrazellulares Eis auch Rlessmamembran extrazellular so
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beeinflussen, dass diese selbst intrazellular Mirldeation induziert [197]. Aul3erdem wurde
vorgeschlagen, dass sich unter bestimmten Bedimgumgtrazellulares Eis bilden kann:
Wenn eine Zelle noch 10% ihres isotonischen Volwsressitzt, sich bei circa -33°C befindet
und aufgrund der Kuhlrate eine Unterkihlung von @ri&hrt [66], [133]. Zur Zeit existieren
einige wenige veroffentlichte Untersuchungen, innete nachgewiesen wurde, dass
intrazellulares Eis sogar zellschitzend wirkt [(], [44], [166], [218]. In konfluenten
Monolayern wurde beobachtet, dass intrazellulansssghitzt, indem es das Dehydrieren
wahrend des langsamen Einfrierens beeinflusst 46katzlich wurde in Monolayern von
epithelialen Nierenzellen und Fibroblasten beoletclotass intrazellulares Eis, das Uber Gap-
Junctions mit einem Durchmessers von ~25 A Uber Ri@gein Connexin-43 zwischen
benachbarte Zellen wachst, die Membran-Integrité$at Zellen schitzt [4]. Die jeweiligen
Zellen, von denen aus der Nukleations-Vorgang etrtiiberlebten nicht, wahrend die
benachbarten Zellen, welche durch Gap-Junctiontermukwurden, tberlebten [40]. Neuere
Untersuchungen an Monolayern dentaler Pulpa-Stattenzedie Uber Gap-Junctions
nukleiert wurden, behielten ihre Membran-Integritérloren jedoch ihre Fahigkeit zur
Proliferation [218].

Es existieren verschiedene Hypothesen, die erkl@enen, wie intrazellulares Eis entsteht
[91], [197], [216]. Basierend auf der klassischenkNationstheorie wurden Modelle ent-
wickelt, die das kumulative Verhalten von Zellenhngénd des Einfrierens beschreiben
konnen: Das SCN-Modell beschreibt eine intrazell&Nukleation, die durch die
Zelloberflache katalysiert wird (surface-catalyzedcleation, SCN), wogegen das VCN-
Modell eine intrazellulare Nukleation beschreibtelehe durch intrazellulare Nukleatoren
katalysiert wird (volume-catalyzed nucleation, VCNE], [197]. Im SCN-Modell wird die

NukleationsratéS“N durch

| SCN — SCN [y K SN
AT? (T3 (330)

beschrieben, mit dem kinetischen Parame®" und dem thermodynamischen Parameter

KN
SCN _ SCN T ,7 A
BT EET—][@—}EKJ (3.31)

4
SCN _ SCN Tm
k= =Ko [ET_ (3.32)
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Hierin ist A die effektive ZelloberflacheT,, die Gleichgewichtsfriertemperatur ung die
Viskositat. Das Subskript 0 bezieht sich auf isiodme Bedingungen. Mit Hilfe der
Nukleationsratd *“N kann die Wahrscheinlichkeit der intrazellularerskEistallbildungPIF

im SCN-Modell bestimmt werden mit:
1 T
SCN _ 1 _ _ = SCN
PIF SN =1 ex;{ BETIAD uﬂ} (3.33)

B ist hierbei die Kihlrate und, ist die Nukleationstemperatur. Im VCN-Modell sind
kinetische und thermodynamische Parameter zudétzimm Kontaktwinkel & und dem
Radiusr™ des kritischen Clusters und Nukleators abhangifekdem wurde herausgefunden,
dass die Plasmamembran in Anwesenheit von extwéedm Eis als Nukleator wirken kann
und dann SCN verglichen mit VCN effizienter ist 719

Die am haufigsten genutzte Methode zur Untersucldangntrazellularen Eiskristallbildung
ist die Kryomikroskopie [46]. Im Hellfeld-Durchli¢herfahren verdunkelt sich die Zelle nach
einer intrazellularen Eiskristallbildung (engl.: ajgkening”), was allgemein auf eine Mie-
Streuung an einer grol3en Anzahl von Eiskristallen Nanometer-Bereich zurlckgefuhrt
wird. Unter speziellen Bedingungen soll auch eintrarzellulare Eiskristallbildung ohne
Verdunkelung und ohne Phasenfront (engl.: ,twitghinbeobachtet worden sein [175].
Andere Forschergruppen konnten ein ,twitching“ Bishicht reproduzieren [189], [7]. Mit
Hilfe von Hochgeschwindigkeitskameras in Verbindumif der Kryomikroskopie wurde
kirzlich an adharenten, bovinen Endothelzellen emn garazellularen Kompartimenten
dendritische Eiskristalle nachgewiesen, woraustdessfolgert wurde, dass das ,darkening*
ein sekundarer Effekt ist [191]. Zur Untersuchungy dntrazellularen Eiskristallbildung
wurden daruber hinaus hochsensitive, kalorimetedsdiiethoden eingesetzt, die den
Warmefluss aufgrund der intrazellularen Phasen&mdedetektieren konnen [101].

3.2.3 Zellvitalitat nach der Kryokonservierung

Bei dem Prozess der Kryokonservierung von kultteierZellen werden unter Verwendung
von Frierschutzmitteln dblicherweise die Verfahsafgitte Ernte, CPA-Beladung,
Gefriervorgang, CPA-Entfernung und Qualitatstestdiaufen (vgl. Abb. 3.8

Ausgehend von einer in Zellkultur vorhandenen ZdllA\Na Mit einem Anteil an vitalen

ZellenNyitai, kBnnen sich diese Zellzahlen bei jedem Verfalseimdtt aufgrund verschiedener
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Zellschadigungen verringern. In der Zellvorbereifukann vor allem das Ablésen der
adhéarenten, konfluenten Zellen durch Trypsinieraagr mechanischen Abschabens zell-
schadigend wirken. Wahrend der Kryokonservierungnkas bereits im nicht gefrorenen
Zustand zu zeitabhangigen zellularen Kalteschaasgl( chilling injuries, cold shock)

kommen. Dazu z&hlen eine Destabilisierung des Kigtis aufgrund einer Depolymerisation
von Mikrotubuli um 4°C und Membranverdnderungencturipid-Phasenumwandlungen in

unterschiedlichen Temperaturbereichen [49], [193]rch die Verfahrensschritte Beladen
und Entfernen von Frierschutzmitteln kann ein osseber Schock verursacht werden. Vor
allem wahrend des Frier-Tau-Vorgangs (engl.: frabaging procedure) konnen weitere
Zellschadigungen durch die extrazellulare Eiskilisidung und deren Folgeeffekte entstehen
(vgl. Abschnitt 3.2.1 und 3.2.2). Nach dem Tau-\forg muss wahrend der Ermittlung der
Qualitat in Zellvitalitatstests der mogliche toxiscund osmotische Einfluss von Farbemitteln

sowie die Zell-Apoptose berlcksichtigt werden.

Zellvorbereitung , Kryokonservierung . Anwendung

Frier-Tau- N, o liti
Ernte CPA- vorgang CPA- Qualitats- L,
N | Beladung Entfernung|ny test

kryogene '

Lagerung
Mogliche Zell- - Trypsinierung - Osmot. Schock - Osmot. Schock - Osmot. Schock - Toxizitdt von
schidigungen - Zentrifugation - CPA-Toxizitat - 1IF - CPA-Toxizitat Farbstoffen
durch: - Waschen - Kilteschaden - Rekristallisation - Kilteschiden - Apoptose

- Toxizitdt - Zentrifugation

Abb. 3.8 Ubliche Verfahrensschritte bei der Zellvorbereguiryokonservierung und
Anwendung von kultivierten Zellen und mogliche Uisan von
Zellschadigungen: Durch jeden Verfahrensschritinkame aus der Zellkultur
gegebene Anzahl an vitalen Zell®hi, und totalen ZellerNya Verringert
werden. Es ergeben sich daraus unterschiedlicheinibafien der
Uberlebensraten. Eine maximale Uberlebensrate kanerzielt werden, wenn
alle Zellschadigungen minimiert werden. Die kryogdragerung von Zellen
geschieht in der Regel bei Temperaturen unterhab @lasibergangs-
temperatur von Wasser, das bedeutet, unterhalb1:3%7C.
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Aus Abb. 3.8ergeben sich die Definitionen von der absoluterrdbensratS,,s relativen
Uberlebesrat&,, korrigierter Uberlebensra®,, und der Wiederfindungsraf nach [148]

ZU
S = M 100%
s TN 0 (3.34)
S = M M100%
rel — 0 (335)
cryo,total
S — N cryo,vital D. 0 0) %
corr N (336)
trypsin,vital N
( N ] total
trypsin,total
R= M M100%
- 0 (3.37)

total

mit der AnzahIN der vitalen plus nicht-vitalen Zellen (Index: tptaler vitalen Zellen (Index:
vital), der trypsinierten Zellen (Index: trypsinndi der kryokonservierten Zellen (Index:
Cryo).

Bei einem sinnvollen Vergleich von Zellvitalitatemuss bekannt sein, welche Definition die
Angaben von den Uberlebensraten zu Grunde liegenz Tieser Vielzahl an Moglichkeiten
der Zellschadigungen konnen viele Zellen in Suspenseproduzierbar mit hohen
Uberlebensraten kryokonserviert werden [24], [149he Ubersicht von Uberlebensraten von

verschiedenen, kryokonservierten Zelltypen ist ithaAng, Tab. 10.Zzusammengestellt.

Bei der Kryokonservierung von Zellen kénnen hohestlibensraten nur erreicht werden,
wenn die genutzten Prozessparameter optimal egljesind, sodass Zellschadigungen

gering gehalten oder vermieden werden. Zu den Bspagametern gehoren:

e Kihl- und Heizrate
* Probengeometrie
* Nukleationstemperatur

* Konzentration an Frierschutzmitteln

Im Allgemeinen ist die Uberlebensrate von der Kitdrabhangig und der Zusammenhang
wird haufig in einer invertierten U-férmigen Kundargestellt [132], [135]. Werden Zellen
nach der extrazellularen Eiskristallbildung mitdriger Kiihlrate gekiihlt, so wird die Uber-

lebensrate durch Zellschadigung aufgrund von Loseifgkten verringert, wahrend die
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Uberlebensrate bei hoheren Kihlraten durch schédegentrazellulare Eiskristallbildung
herabgesetzt wird (vgl. Abschnitt 3.2.1 und 3.2[2B2]. Es existiert ein optimaler
Kuhlratenbereich mit maximaler Uberlebensrate, @mddie optimale Kihlratd,,: nach
Thirumala et al. [196] durch

B, =10095 exp{- 0,0546(E,, } (L, Gvo'%/b (3.38)
bestimmt werden kann. Die optimale Kuhlrate unteegtet sich jedoch bei unterschiedlichen
Zelltypen. Generell liegBop: bei Zellen mit hoher hydraulischer Konduktivitgs hoher. Es
existieren jedoch auch einige Zelltypen, deren (¢bensrate eine andere Abhangigkeit von
der Kuhlrate aufweisen. Bei den Hefezell8accharomyces cervisiaend Candida utilis
sowie bei der humanen Zelllinie K562 ist der Kurverauf im Vergleich zu den invertierten
U-formigen Kurve bei hohen oder niedrigen Kihlratendndert [50]. Die Gl. 3.3Beschreibt
Bopt fur den Fall einer konstanten einstufigen KihlraEbenfalls wurden zweistufige
Kihlraten als vorteilhaft beschrieben [24]. Durcim@ation mit der Bedingung einer
gegebenen maximalen Unterkihlung wurden optimalklngten-Verlaufe bestimmt und es
wurde gezeigt, dass diese nicht-linear sind [207].
Die Uberlebensrate hangt ebenfalls von der HeizhteExperimentelle Untersuchungen an
Maus-Oozyten zeigen, dass die Heizrate gegenilreKilerate eine dominierende Rolle
spielen kann [176]. Wenn sich wéhrend des Kihlvagga intrazellulare Eiskristalle gebildet
haben, kann es zur sogenannten Rekristallisationmen. Hierbei fusionieren zahlreiche
kleine Eiskristalle zu wenigen grol3en Eiskristallend konnen so eine zellschadigende Grol3e
erreichen. Daruber hinaus kdnnen vitrifizierte ag&llulare Bereiche wahrend der Erwarm-
ung devitrifizieren, das bedeutet, durch Nukleationden kristallinen Zustand Uberflihrt
werden und wahrend der weiteren Erwarmung reklisten. Hohe Heizraten konnen die
schadigende Rekristallisation kinetisch verhindern.
Die Probengeometrie ist ein weiterer Prozesspaemeer einen wesentlichen Einfluss auf
die Uberlebensrate hat. Flache Geometrien mit gnoR@berfliche zu Volumenverhéltnis
gewahrleisten einen besseren Warmetransport underfilbeim Gefrieren zu einer
homogeneren Temperaturverteilung innerhalb derdrivh Gegensatz dazu kommt es beim
Gefrieren von wassrigen Losungen in zylinderformidggehaltnissen bei gegebener aul3eren
Kihlrate zu unterschiedlichen Kihlraten innerhadp Erobe. Zunachst wird die Probe in den
Randschichten gefrieren und durch Abgabe der Latente innere Bereiche der Probe am
Gefrieren hindern. Nach Abfuhr der Latentwarme igedén die inneren Bereiche schlief3lich
schneller, da die Differenz zwischen innerer Prod@peratur und &aul3erer Temperatur
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vergroR3ert ist [77]. Ebenfalls ist die geometrischeordnung der Zellen in der Probe
bedeutsam. Zellen, die innerhalb einer Zellsuspandicht gepackt nebeneinander am Gefal3-
boden sedimentiert liegen, werden bei der Kryokonsring eher geschadigt, als vereinzelte
Zellen in der Suspension [189]. An Hamster-Fibretda wurde gezeigt, dass Zellen in
Suspension, individuell adharente Zellen, ZellenKiolonien und Zell-Spharoide unter-
schiedliche Frierverhalten aufweisen [2]. Des Weitehangt die Vitalitat kryokonservierter
Zellen entscheidend von der Nukleationstemperatur Abb. 3.9 zeigt den prinzipiellen
Verlauf der Uberlebensrat& tber der Nukleationstemperatdi, Hierin existiert ein
Optimum der Uberlebensrate bei einer optimalen Batibnstemperatuf, o Der Kurven-
verlauf kann folgendermaf3en beschrieben werdenTF&rT, opt ist der Kurvenverlauf der
Uberlebensrate erniedrigt, da sich die Wahrschuikéit einer spontanen Nukleation und die

Wabhrscheinlichkeit fir das Auftreten einer intrdziéren Eiskristallbildung bei tiefen

spontane kontrollierte
Nukleation Nukleation
< ><

A 4

—_—

Uberlebensrate S [%)]

T

n n,min H.()[][ n,max m

Temperatur 7, [°C] —»

Abb. 3.9 Prinzipieller Kurvenverlauf der Uberlebensrate wagokonservierten Zellen
in Abhangigkeit von der Nukleationstemperatur. Buoatrollierte Nukleation
ist im Temperaturbereich VOR, min bis Ty, max moglich, wéhrend bei tieferen
Temperaturen bis zur homogenen NukleationstemperBiueine spontane
Nukleation immer wahrscheinlicher wird (grau hihggt). Im Kurvenverlauf
existiert eine maximale Uberlebensrate bei der nogigtn Nukleations-
temperaturT, op: IMm Temperaturbereich vof, max bis T ist theoretisch eine
Nukleation mdglich, jedoch kann hier oftmals in &eaxis keine kontrollierte
Nukleation ausgeldst werden [30],[157],[208].
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Temperaturen erhoht. Fif, > T, wird der Abfall des Kurvenverlaufs durch zell-
schadingende LOsungseffekte (engl.: solution effeegl. Abschnitt 3.2.2) begriindet [157],
[208].

Die Zellvitalitét ist im erheblichen MalRe von derétwend der Verfahrensschritte (vgl.
Abb. 3.8) eingesetzten Konzentrationen an Frierschutzmittedpa abhangig. In ver-
schiedenen Parameterstudien wurden die Konzemeatioverschiedener Frierschutzmittel
variiert, um die optimale Frierschutzmittelkonzetibn Gpaope flir eine maximale
Zellvitalitat zu ermitteln [24], [149]. Die Konzemsition von Hydroxyethylstarke wurde an
humanen Keratinozyten von 0 bis 10 Gew.-% variierid die hoéchsten relativen
Uberlebensraten von 80% wurden bei 10 Gew.-% bewtifi49]. Unter Variation der
Konzentration an Dimethylsulfoxid wurde ebenfaltstaumanen Keratinozyten eine optimale
Konzentration von 2,58ae,SO bestimmt [24]. In Verbindung mit einer Kiihlratéariation
wurde in dieser Studie eruiert, dass die Konzdotratn Frierschutzmittel bei optimaler
Kihlrate By, vermindert werden kann, jedoch bei suboptimalemligiien erhoht werden

muss [24].

3.3 Stand der Forschung und Technik

3.3.1 Methoden zur theoretischen Beschreibung d@snét und Stofftransports

Verschiedene theoretische Methoden wurden entwiickel den Temperatur- und Konzen-
trationsverlauf innerhalb von gefrierenden Probekinstoffsystemen, in Mehrstoffsystemen
sowie in biologischen Systemen zu quantifizierentt Th diesen Systemen eine wandernde
Phasenfront auf, so zahlen diese mathematisch rzstan-Problemen [34]. Viele Autoren
berechneten vereinfachend hierzu den eindimensorighll der Transportvorgange, was aus
Symmetriegrinden bei bestimmten Probengeometriulerist [209], [76], [34]. Jochem
etal. [88] und Heschel etal. [76] formuliertennei Energie- und Stoffbilanz fir ein
plattenférmiges Friercontainer-System als Modell diie Kryokonservierung von Erythro-
zyten in Frierbeuteln. Mit Hilfe der Fourierschenff@renzialgleichung stellten sie die

Energiebilanzgleichung fir eine instationare eirghisionale Wéarmeleitung auf [76]:

¥ Wenn nicht ausdriicklich anders vermerkt, sindiéser Arbeit die Prozentangaben der Frierschutehiitt

Vol.-% angegeben.
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pmp%wma[(qm/tqqm) zi(/‘ Baij

0 ax\” “ox (3.39)

Hierin sindp die Massendichte, die spezifische Warmekapazithtdie Latentwarme und

die thermische Leitfahigkeit. Uber die Konzentraga des flissigen und festen Anteils
und die Konzentrationen des flussigen Antailg ist Gleichung 3.39 mit der folgenden
Stoffbilanzgleichung gekoppelt, die unter Nutzures drick’schen Gesetzes erstellt wurde
[76]:

% — Q(D B! Ciot Dacliq (T)J

ot x| go(T)  ox (3.40)

Hierin ist D der Diffusionskoeffizient der Losung. Aufgrund deemperaturabhéngigkeit der
Konzentrationen sind die Gleichungen 3.39 und 3id@itlinear. Da nur wenige Spezialfalle
von Stefan-Problemen analytisch I6sbar sind, wardd_6sung ein numerischer Lésungsweg
mit Hilfe eines Newton-Algorithmus genutzt. Mit der numerischen Methode berechneten
die Autoren die Temperaturverlaufe sowie die LOskogsgentrationen an verschiedenen
Orten der Proben innerhalb des Friercontainer-8yst@ahrend der Kryokonservierung [88],
[76]. Im Gegensatz zu dieser eindimensionalen Betuamg berechneten einige Forscher das
Stefan Problem auch fur den zweidimensionalen FE7], [200]. Hierbei wurde die
Geometrie einer planaren oder einer nicht-planaf@nasenfront mitbertcksichtigt.
Udaykumar et al. nutzten dsharp interface-Methodeim dendritische Eis-Phasenfronten in
Salzlésungen zu berechnen [200]. Sie fanden hedags,die Schmelze aus nicht gleichmaRig
verteilten Komponenten besteht, was in bisherigarietduchungen, unter Nutzung von
Phasendiagrammen, jedoch angenommen wurde [91]].[19

Um die Interaktion der Eis-Phasenfront mit Zellen \&rstehen, wurde die Methode der
Gerichteten Erstarrunggenutzt. Wollhdver et al. 16sten das gekoppel@nsiente Warme-
und Stofftransport-Problem von Salzlésungen miteHilerVichnewetsky-Method@02]. Sie
fanden heraus, dass in Salzldsungen die thermBithesionslange (10 mm) um den Faktor
100 groRer ist als die stoffliche Diffusionslang@,1(mm). Sie konnten wahrend der
Gerichteten Erstarrungden Ort der Eis-Phasenfront, die Temperatur- undzEotmations-
verteilung im System sowie lokale Unterkiihlungem 8ehmelze wéhrend des Einfrierens
mit unterschiedlichen Kuhlraten bestimmen [209].

Korber et al. [106] und Lipp et al. [115] betradkte ein Modell mit spharischen Partikeln,
die sich mit einer Geschwindigkeitvor einer Eis-Phasenfront bewegten [115]. Zwisathen

Phasenfront und dem Partikel befand sich ein durHéssigkeitsfilm, damit die Eis-
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Phasenfront wachsen konnte. Aus der stationarench@gkewichtsbedingung der dabei
auftretenden Krafte, einer an die Phasenfront ak@riden Stokes schen Kraft und einer
Van-der-Waals-Wechselwirkung, wurde die kritisches@windigkeitv, bestimmt, bei der
ein Partikel gerade nicht vom Eis eingeschlossed.v8ie fanden heraus, dass die kritische
Geschwindigkeit von der Viskositat der Suspensiprvon dem Temperaturgradient€h
sowie vom Radius des Partik@sabhangt, mit:
v :,7—1/2 BBlM ER—l

C

(3.41)

Die Interaktion der Phasenfront mit Zellen wurdenvdao et al. mit desharp interface
Methode untersucht, um die Dynamik der Eis-Phasenfeu simulieren [126]. Die Zellen
wurden dabei vereinfachend als eine, mit einer gemmeablen Membran, umbhillten
Salzlésung modelliert. Sie zeigten, dass Instdldit der Phasenfronten kaum Einfluss auf
das Zellschrumpfen hatte, jedoch geringe Tempemifterenzen innerhalb der Probe zu

signifikanten Anderungen des Zellschrumpfens fiihrte

3.3.2 Methoden zur Kontrolle der Nukleationstempeara

Verschiedene physikalische Prinzipien wurden erétdp genutzt, um das Nukleieren (engl.:
seeding) einer unterkihlten, wassrigen Probe bmeredefinierten Nukleationstemperatur
durchzufiihren. Der Vollstandigkeit halber soll hieunéchst erlautert werden, welche
untersuchten physikalischen Prinzipien nicht zunkiBieren genutzt werden kénnen. Saito
et al. folgerte aus Experimenten an unterkihltemsd¥g dass eine Konvektion, eine
Vibration und eine Schockwelle keinen Effekt aufsskn Frierverhalten hat [173].
Pruppacher zeigte, dass ein mechanisches Bewegeamterkihlten Wassertropfen auf einer
Oberflache diese nicht gefrieren lie3 [164]. Ebksfaatten geringe statische elektrische
Feldstarken im Bereich von ~10/m bei Wassertropfen keinen Einfluss auf deren
Nukleationsverhalten [47], [178]. Kurzlich wurdernv®Imo et al. berichtet, dass Ultraschall
bei Frequenzen von 800 kHz und 0,15 Widwhne Kavitation) die Nukleation von Iy
Wassertropfen nicht beeinflusst [147].

Dem gegenuber stehen eine Reihe physikalischerzipienm zur Verfigung, welche zum

kontrollierten Nukleieren eingesetzt werden konn&m physikalisches Prinzip ist die
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Erzeugung einer lokalen Unterkthlung in der Prderris et al. beschrieben hierzu zwei
gangige Methoden bei der Kryokonsevierung von Md&rsbdryonen, humanen Spermien
und embryonalen Stammzellen: Erstens, nach einevekaionellen Methode wurde ein mit
Flissigstickstoff gekihlter Metallstab an einer éned Oberflaiche eines ProbengefalRes
gefuihrt, der die Probe innerhalb des ProbengeféGkieierte. Zweitens, es wurde ein Gas,
welches unter hohen Druck entspannt wurde und datbei abkuhlte, zur Erzeugung der
Unterkihlung und Kontrolle der Nukleationstemperagimgesetzt [140]. Konig et al. nutzen
Peltier-Elemente zur Unterkihlung, um die Nukleadiemperatur von Urea-Hexadecan
Losungen zu kontrollieren, womit sie die GroRen eder Losung wachsenden Kristalle
einstellen konnten [104]. Holman et al. entwickeltn auf Peltier-Elementen basierendes
System fur die Kryochirurgie, welches von Takedaletweiterentwickelt und simuliert
wurde [79], [194]. Diese hier beschriebenen, aufti€eElementen basierenden Systeme
wurden bisher jedoch nicht in der Kryokonservierung Zellen eingesetzt.

Auf einem anderen physikalischen Prinzip zur Koigrder Nukleationstemperatur basieren
spezielle Kryoadditive, die Eis-Nukleatoren (engkte nucleation agent, INA) genannt
werden [214]. Thangaraj et al. schlugen vor, dassNtkleatoren bestimmte Nukleations-
fordernde Bereiche (engl.: ice nucleation sitedyvaisen, deren Nukleations-Effizienz von
mehreren Faktoren wie der Kristallgitteranpassu@gjfRe und Wasserloslichkeit abhangt
[195]. Zu den Eis-Nukleatoren zahlen organische wambrganische Chemikalien wie
Silberjodid, a-Phenazin, Phloroglucinol Dihydrat, Metaldehyd, iksile von Ton und
Glimmer, Phosphatiolylinositol und langkettige AHale [129], [130], [139], [206].
AulRerdem konnen einige Aminosauren und einige rbikite Proteine Eis nukleieren, wie
von den epiphytischen BakterieRseudomonas syringaeErwinia herbicola E. ananas

P. fluorescensP. viridiflava, Xanthomonas compestrisnd rekombinanterEscherichia coli
[12], [33], [130]. Wilson berichtete, dass die Neé&dionstemperatur immer mit groRerer
molekularer Masse der Nukleatoren ansteigt, sonadsall von Pseudomonas syringaer
Temperaturbereich vof, = -12°C mit 150 kD big, = -2°C mit 8000 kD kontrolliert werden
kann [206]. Han et al. zeigten kurzlich, dass Namtiel ebenfalls als Eis-Nukleatoren
eingesetzt werden kdnnen und diese vergleichsvpeeegiinstig sind [72]. Thirumala et al.
fuhrten Gefrier-Experimente mit HeLa- und Jurkatiéfe durch, welche zuvor mit Palmitoyl-
Gold-Nanopartikeln inkubiert worden waren und famdeeraus, dass die Zellen nach dem
Auftauen Apoptose begingen. Sie schlussfolgertemn @iesen Experimenten, dass diese

Nanopartikel vor allem in der Kryochirurgie Anwemadyen finden kénnten [196].
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Mit dem Prinzip des Electrofreezings kann die Wealheilichkeit fir eine Nukleation in
einer wassrigen Probe durch Anlegen einer hohétrisiehen Feldstarke erh6ht werden (vgl.
Gleichung 3.11 und 3.12). Mit diesem Prinzip wurd@ssteme entwickelt, die durch Anlegen
einer Hochspannung die Nukleationstemperatur vaétr kontrollieren kénnen. Rau fuhrte
die ersten systematischen Nukleations-Experimeriteslektrischen Feldstarken im Bereich
von ~16 V/m an unterkiihlten wéssrigen Proben durch. Emmah, dass die dielektrische
Polarisation von Wasser fur den ElectrofreezingEfiverantwortlich ist [168]. Braslavsky
et al. entwickelten das erste indirekte Electrafieg-System, mit dem wassrige Lésungen
ohne den direkten Einfluss der Hochspannung nuklgierden konnten [30]. Das Prinzip
dieses Systems ist in Abb. 3.d8rgestellt. Es bestand aus einer 1 mm diunnerk&iake, in
der sich zur Auslosung der Nukleation zwei Hochspagselektroden und zur
Temperaturmessung ein Thermistor befanden. Zuskitalar in dieser Glaskaniile ein Peltier-
Element eingebaut, welches fir wenige Sekunderesailtet wurde, um das Wasser ,um
ein paar Grad unter der Umgebungstemperatur zueklihlsodass das Electrofreezing

effizient wurde [30].

— 2

.t
A

Abb. 3.10  Schematische Skizze des ersten indirekten Elee#nihg-Systems. Dieses
bestent aus einem Peltier-Element (a), Hochsparselglgroden (b),
Thermistor (c) und einer Glas-Kapillare (d), [30].
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Petersen etal. entwickelten ein auf dem Prinzigs delectrofreezings basierendes
Kryomikroskop, das in_Abb. 3.1Hargestellt ist [155], [156], [157]. Hiermit wurdeie
Nukleationstemperatur sowie der Einfluss der Etmkdngeometrie und die
Zusammensetzung der wassrigen Proben auf die &w@kiildung untersucht. Aufgrund der
zellschadigenden hohen elektrischen Feldstarkerdemumit diesem System jedoch keine
Zell-Untersuchungen durchgefuhrt. Unter diesem Kmwoskop konnte diese
Forschergruppe die Hochspannungs-induzierte Nué&leain einer Elektrode visualisieren
(Abb. 3.13. Schliellich erforschte Petersen [157] erstmailsHilfe eines Electrofreezing-
Frierblocks die Abhangigkeit der Vitalitdt von deXukleationstemperatur bei der
Kryokonservierung humaner Fibroblasten und hamatgcher Vorlauferzellen. Dieser
Frierblock wurde beim Einfrieren von acht paralelgeordneten Proben eingesetzt. Darlber
hinaus wurde diese Technik fir die aktive Kontraller Nukleationstemperatur bei der

Gefriertrocknung eingesetzt [155], [156].

Abb. 3.11  Aufbau des Elektrofreezing-Kryomikroskops von Psge [157] zur Kontrolle
und Visualisierung der Eiskristallbildung unter iak&t Kontrolle der
Nukleationstemperatur. Die Proben konnten dabeiHilfe eines Kryostaten
(HAAKE C75P von Thermo Electron Corporation) mimem Ethanol-Wasser-
Gemisch als Kuhlmittel bis auf maximal -30°C gekitrden.
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Zur Kontrolle der Nukleationstemperatur kann iniéun eine Kavitation erzeugt werden. Im
Fall der akustischen Kavitation werden durch Bezhléggung einer genigend hohen
Ultraschallleistung Kavitationsblasen in der untdrken Probe erzeugt, die beim Kollabieren
zu einer Nukleation fuhren. Den Einfluss von Ultfzell auf das Kristallisationsverhalten von
reinem Wasser wurde von Inada et al. beschriebenfaden heraus, dass Ultraschall die
Eiskristallbildung fordern kann und das Nukleatimerhalten stark von der Intensitat der
erzeugten Kavitationen abhangt [85]. Chow et dhmggges mit Hilfe von Ultraschall bei einer
Frequenz von 20 kHz die primére Nukleation in Sacobelésung zu erzeugen, wobei die
Nukleationstemperatur mit steigenden Ultraschalileigen und Tastverhaltnissen anstieg
[36]. Delgado et al. nutzen Ultraschall mit 40 kb einer Leistung von ~130 W, um die
Nukleationstemperatur von gekuhlten Apfel-Zylindemm erh6hen und sie schlussfolgerten
aus ihren Experimenten, dass Ultraschall die pemBiukleation erhéhen kann [41].
Nakagawa etal. konnte die Sublimationsraten wéahreter Gefriertrocknung von
pharmazeutischen Rezepturen durch hohere Nukls@&timperaturen steigern, indem sie
Ultraschall bei einer Frequenz von ~36 kHz einsetztl43]. Diese, hier auf Ultraschall
basierenden Nukleations-Experimente fiihrten zu tealen Kavitationsblasen und lagen
alle unterhalb der bis dato technisch maximalerewggharen Ultraschall-Frequenzen von
20 GHz und lag damit deutlich unterhalb der Resafiaquenz von Eis bei 26 GHz [147].

Abb. 3.12  Elektrofreezing-Elektrode unter dem Kryomikroskdgach Anlegen eines
3 kV-Spannungspulses (Pulsdauer: 2,5 ms) erfolgteNiikleation und das
Eiskristallwachstum in der unterkthlten Losung [[1$556].
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Im Gegensatz dazu wurde auch die optische Kawuitatiar Nukleation von Fluiden

eingesetzt. Hierbei ionisiert Laserlicht die im Eekbefindlichen Wassermolektle, welche
verdampfen (optischer Durchbruch), expandieren seidiel3lich implodieren und dadurch
eine Nukleation initiieren. Kriiger et al. nutzemen Titan:Saphir-Femtosekundenlaser bei
800 nm, um unterkuhlte, Ubersattigte KCI- und NaCésungen zu nukleieren [109].

Lindinger et al. konnten mit Hilfe eines Nd:Yag-eas bei 1064 nm unterkihltes Wasser
nukleieren. Diese Forschergruppe nahm an, dasfiihidie homogene Nukleation in der

komprimierten Flissigkeitsphase verantwortlic120].

3.3.3 Einfluss der Nukleationstemperatur auf ddisilaee osmotische Verhalten

Als Prozessparameter wahrend der Kryokonserviehatgdie Nukleationstemperatur einen
entscheidenden Einfluss auf das osmotische Verhaltie Dehydrierung und die
intrazellulare Eiskristallbildung von Zellen. RoRedriguez et al. simulierten das relative
Zell-Volumen von hamatopoetischen Stammzellen withdes langsamen Kihlens und einer
Haltezeit von 3 min bei -20°C unter Variation denkieationstemperatur. Sie zeigten, dass
bei hohen Nukleationstemperaturen, Hegi=-3°C, das zellulare Schrumpfen langsamer
erfolgt im Vergleich zu tieferen Nukleationstemgaran, wie beiT, = -20°C. Die weitere
Kihlung erfolgte in diesen Experimenten jedochhmien Kiuhlraten von 250 K/min, sodass
ein maximales Schrumpfen der Zellen nicht ermitéeltde [170]. Wolkers et al. zeigten, dass
die Kooperativitat, eine Eigenschaft der Zellmemlera bei der Phasenumwandlung, linear
mit der Nukleationstemperatur ansteigt. Zu diesergebnissen gelangen sie nach
Experimenten an Tumorzellen, wobei sie einen Agstier Kooperativitat bel, = -3°C im
Vergleich zuT, = -10°C verzeichneten [208].

Der Einfluss der Nukleationstemperatur auf dieangilulare Eiskristallbildung (IIF) wurden
von Pitt et al. an Roggen-Protoplasten untersiBibtzeigten, dass sich deren lIF-Kinetik von
1700 s beil, = -4°C auf unter 1 s béi, = -18,5°C verringerte [159]. Trad et al. verririger
die intrazellulare Eiskristallbildung bei der Kryakservierung von humanen Oozyten, indem
sie diese bei hoher NukleationstemperaturThei -4,5°C aktiv nukleierten [199]. Bernemann
et al. variierten die Kuhlrate und M&O-Konzentration beim Einfrieren von humanen
Keratinozyten in einem automatischen Einfriergé&i¥12000, Carburos Metalicos, Spanien).
Sie fanden heraus, dass bei héheren programmigttieinaten die Nukleationstemperatur der

Proben anstieg [24].
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3.3.4 Einfluss der Toxizitat von Frierschutzmittelnf die Uberlebensrate

Die toxischen Effekte voMembran-permeierenden Frierschutzmittelaf die Uberlebens-
raten bei hypothermen Temperaturen wurden in eWfielzahl von zellularen Systemen
experimentell untersucht, darunter Herzzellen datteR[11], Leber-Endothelzellen der Ratte
[162], humane hamatopoetische Stammzellen [171ame Corneas [181], Kaninchen-
Aterien [211], Garnelen-Embryos [124], Zebrafischz@ten [160], Schmerlen-Spermien
[105], Spermien der Maus [95], Gelenkknorpel vonm&ein [54] sowie bei der Stechmiicke
Anopheles gambiaf122]. Diese Experimente zeigten einen einheidictAbfall der Uber-
lebensrate bei hoheren Konzentrationen und forifssicer Einwirkzeit an Frierschutz-
mitteln, darunter Dimethylsulfoxid, Ethylenglycahd Glyzerin (vgl. Tab. 3.1).

Neben den klassischen Frierschutzmitteln wurdendi@r Kryokonservierungzis-Blocker
(engl.: synthetic ice blocker, SIB) wie 1,3-Cyclahatriol und 1,4-Cyclohexandiol
untersucht [57], welche in Kombination mit Membiggrmeierenden Frierschutzmitteln
keine erhohte Toxizitat aufwiesen [66]. Ein Gruid die geringe Toxizitat von Eis-Blockern
ist, dass sie bereits bei sehr geringen Konzeatrati wirken, indem sie eine Nukleation
verhindern. Zu den Eis-Blockern zahlen die Polylalkphole, die ab einer Konzentration
von nur 0,0001% eine Nukleation hemmen konnten][210

Nicht-Membran-permeierende Frierschutzmittele Trehalose, Hydroxyethylstarke, Prolin,
Ectoin und Anti-Frost-Proteine werden im Allgemeinkei den in der Kryokonservierung
Ublichen Konzentrationen als nicht-toxisch eingisinasbesondere werden dort Anti-Frost-
Proteine eingesetzt, da diese selektiv mit Nukleatanteragieren und eine Nukleation
vermeiden kdnnen [154].

In Anwesenheit von Eis lasst sich der Einfluss Bexizitdt von Frierschutzmitteln auf die
Uberlebensrate experimentell erschwert bestimmamliel Aufkonzentration von Frierschutz-
mitteln mit der Anreicherung an Elektrolyten eingpgnt. In einer Studie beim langsamen
Einfrieren von Erythrozyten mit Glyzerin wurde g&ge dass Natriumchlorid-Kon-
zentrationen die Uberlebensraten umso drastis@reingern, je weniger Frierschutzmittel im
Bereich von 0 bis 1,5M im isotonen Zustand vortgmdvar. Unter Einhaltung eines
konstanterR-Wertes (vgl. Abschnitt 3.1.2) wurde ermittelt, slae Salzkonzentration in der
Probe die Uberlebensrate nur dann signifikant iflesist, wenn deren Eis-Anteil 75 bis 90%
betragt [134]. In einem Ubersichtsartikel wurden siertungen von Experimenten an
Erythrozyten mit Dimethylsufoxid rekapituliert. Hiaus zeigte sich, dass eine Hamolyse nicht

vom Eis-Anteil abhangig war, sondern nur von derlavitit an Dimethylsulfoxid und
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Natriumchlorid in der Probe, woraus geschlussfelgerrde, dass Frierschutzmittel-bedingte
Schadigungen an den Erythrozyten aufgetreten &6jd Kurzlich wurde von Evertz et al. ein
System (Mikrofreezéh entwickelt, das eine kontrollierte Abkiihlung viois zu 96 wassrigen
Proben erlaubt [55]. Aufgrund der groRen AnzahlRanben werden durch Variation der
Frierschutzmittel-Konzentration und anschlieRendalitatstests Toxizitats-Untersuchungen
vereinfacht. Das Prinzip des Mikrofreez&ist in Abb. 3.13dargestellt.

Es existieren einige mathematische Modelle, dieTaigizitat von Frierschutzmitteln vor-
hersagen kénnen. Zur Abschatzung der Toxizitat moarschutzmitteln wurde dep -Wert
eingefuihrt. Dieser erscheint proportional zu der rchschnittlichen Starke der
Wasserstoffbriickenbindungen seines Frierschutdmitbed ist aus dem Verhaltnis der
Molaritdt von Wasser einer Frierschutzmittel-Lésungder Molaritat der polaren Gruppen
einer Frierschutzmittel-Lésung definiert. Dabei gegi hohereqy' -Werte eine héhere
Toxizitat an. In Experimenten mit Kaninchen-Niergrurden kortikale Gewebeschnitte
angefertigt, diese mit verschiedenen Frierschutetviisungen mit errechnetepy -Werten
beaufschlagt und anschlieRend mit Hilfe der’][fNa‘’]-Methode auf Vitalitat getestet.
Abhangig von den verwendeten Frierschutzmittel-Kameationen und Arten, darunter auch
Dimethylsulfoxid und Ethylenglycol, konnte eine guKorrelation vongv -Werten und

Vitalitat ermittelt werdenR = 0,87) [57].

Abb. 3.13  Prinzip des Mikrofreezefsfiir 8 PCR-Rhrchen. Das System wird mit Fliissig-
stickstoff gekuhlt und seitlich mit Heizfolien kaaotliert beheizt [55].
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Kirzlich wurde von Lawson etal. eine Methode zum®ation der Zytotoxizitdt von
Membran-permeierenden Frierschutzmitteln entwick&lt4]. Dazu wurde zunachst ein
Transportmodell fur den Frierschutzmittel-Stoffisport und den Warmetransport in Alginat-
Beads und artikularen Knorpel erstellt. Des Wertekgurden fur die Frierschutzmittel
Dimethylsulfoxid und Propandiol ein mathematiscivsdel nach Char et al. [35] genutzt
und an experimentelle Toxizitditsmessungen von Lawetoal. [113] angepasst. Deswegen
konnte der Einfluss der Frierschutzmittel-Toxizituf die Zell-Uberlebensrate erstmalig
berechnet werden [114].

Ist bei einem Frierschutzmittel der toxische Eisfltauf die Zell-Uberlebensrate quantifizier-
bar und das Phasendiagramm des Frierschutzmitahbe (vgl. Abschnitt 3.1.2), so kann die
Toxizitat minimiert und hieraus die Uberlebensrat@ximiert werden. Pegg et al. ent-
wickelten in Kooperation mit der Firma Plafiatie Liquidus tracking-Methodedie zu opti-
malen Kryokonservierungs-Protokollen unter Minimieg der Zytotoxizitat flihrte [152].
Hierbei wurde den biologischen Proben, artikul&aorpel, Dimethylsulfoxid wahrend der
Temperaturerniedrigung bzw. -erh6hung stufenweiseugefligt, sodass die Temperatur der
Loésung immer und tberall in der Probe oberhalbLitriduskurve lag (vgl. Abb. 3)d152],
[203].

3.3.5 Einfluss von Frierschutzmitteln auf das déhlei osmotische Verhalten

Das osmotische Verhalten von Zellen wird entschedeon der Art und Konzentration an
Frierschutzmitteln beeinflusst. Pegg et al. nutztaa ternare System NaCl-pO-HO, um
das relative Zell-Volumen bei 0°C und -100°C zueotnen und schlussfolgerten, dass der
Einsatz von hoheren M80O-Konzentrationen von 0 M bis 2 M zu einem geniageZell-
Schrumpfen fuhrt [150]. Zu einem ahnlichen Ergeldsen Weng et al., die kirzlich ein
Modell entwickelten, um die Dehydrierung von hypeitechen sphéarischen Zellen wéhrend
der Kryokonservierung zu quantifizieren. Sie nutzigerbei osmotische viriale Gleichungen
zweiter Ordnung und konnten auf diese Weise ddd-tiieeare Losungsverhalten simulieren.
Insbesondere berechneten sie das Schrumpfen di@se#len bei 5 K/min  mit
unterschiedlichen Konzentrationen an Frierschutemitwie MeSO, Ethylenglycol und
Glyzerin und zeigten, dass das Zell-Schrumpfen rhibheren Frierschutzmittel-

konzentrationen bei Molaritdten von 1M bis 3 M igger wird [204]. Smith et al.
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untersuchten das relative Zell-Volumen von Hepatzyder Ratte wahrend des Gefrierens
bis -25°C mit unterschiedlichen KonzentrationervaSO (0 M, 1 M und 2 M). Sie zeigten,
dass das Zell-Schrumpfen bei hoéheren Frierschukonzentrationen und hoheren
Kahlraten weniger ausgepragt war [180]. Den Eirfflaer Frierschutzmittel M8O und
Glyzerin (0 M bis 2 M) auf die intrazellulare Eis#tallbildung wurde von Rall et al. beim
schnellen Einfrieren (~18 K/min) von Maus-Embryonentersucht. Wahrend es ohne
Frierschutzmittel bei -10°C bis -15°C zur intram&lren Eiskristallbildung kam, erfolgte
diese mit Frierschutzmittel bei tieferen Tempertuoei -38°C bis -44°C [167].
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4 THEORETISCHE UNTERSUCHUNGEN

4.1 Warmetransport

4.1.1 Simulation der Temperaturverteilung

Zur Erlangung eines tieferen Verstandnisses dekapitel 5 beschriebenen experimentellen
Untersuchungen werden hier zundchst entsprechdraeetische Betrachtungen erlautert,
welche den Verlauf der experimentellen Untersuckbanmalgeblich bestimmten. Die ex-
perimentellen Untersuchungen umfassten eine Rednewnterschiedlichen Messmethoden,
die es erlaubten, neue Erkenntnisse Uber den Emélar Kryokonservierung auf biologisches
Material zu gewinnen. Fir einen spateren Vergladel Ergebnisse der experimentellen
Methoden untereinander war es unabdingbar, dietenad&edingungen wie die Temperatur-
verteilung der Probe, die Probengeometrie sowieZdi#dichte fir jede Messmethode zu
bestimmen. Zusatzlich mussten weitere Einflusspatamwie Variationen in der Proben-
vorbereitung sowie Messfehler ebenfalls fur jedesdmeethode abgeschatzt werden.

Die theoretische Analyse der Temperaturverteilungder Probe wurde mit Hilfe der
rechnergestiitzten Konstruktions-Software SolidWdrkisirchgefiihrt. Hierzu wurden zu-
nachst dreidimensionale rechnergestitzte Modeliwiekelt. Diese Modelle bildeten die fir
die Analyse der Temperaturverteilung relevanterlereadGeometrien und Materialeigen-
schaften der Probe sowie deren Probengeféal3e ab.Efnsatz kamen hier die Materialien
Quarzglas, Kupfer, Kalziumfluorid, Polytetrafludngten, Polypropylen und Wasser. Da
Zellen zu einem grol3en Anteil aus Wasser besteb@n60-85%) [66] und die genutzten
realen Proben als Zellsuspension oder als Zellpelesatzlich im Extrazellularraum
wasserhaltiges Kulturmedium enthalten, wurde di@b®r hier vereinfacht als Wasser
modelliert. Dabei wurde der Phasenwechsel von Wassébericksichtigt, indem die
spezifische Warme von Wasser bei einer definieakleationstemperatur, = -4 bis -5°C
extrem hohe Werte von 1,2°10J-kg"-°C' annahm und damit der methodischen
Herangehensweise dé&nthalpie-Schatz-Methodeach Rabin et al folgte. [165]. Nach dem

Erstellen der rechnergestitzten Modelle folgte 8ienulation mit derFinite-Elemente-
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Methode (FEM). Zuerst wurde ein fur die Berechnung erfolidees FEM-Netz erzeugt.
Danach wurden mit dem Festlegen der Temperatumyé&ions- und Warmeflusswerte an
die Geometrien der Modelle die Randbedingungergéésgt. Die FEM-Simulation begann
mit einer instationaren Warmeberechnung und wurdannd in eine stationare
Warmeberechung dberfuhrt. Schlie3lich wurde die Fematurverteilung in den drei-
dimensionalen, rechnergestitzten Modellen in diaebcodierung dargestellt.

4.1.2 Temperaturverteilung dinnschichtiger Probardbr Kryomikroskopie

Eine in dieser Arbeit intensiv genutzte Messmethede die Kryomikroskopie. Hiermit
konnten dinnschichtige Proben (=20 pum bis 500 pon) 225°C bis -196°C bei definierten
Kahl- und Heizraten von bis zu 130 K/min kontrattiteemperiert werden. Gleichzeitig war
eine mikroskopische digitale Bild- und Videoaufzeiang moglich. Die Proben befanden
sich hierbei innerhalb einer Linkam Frierkammer F106, die in Abb. 4.4ls SolidWork$-

Modell in einem gedffneten Zustand dargestellt iilicherweise wurde diese Frierkammer
im Betrieb mit einem Deckel verschlossen, um eitiekStoff-Atmosphéare im Inneren der
Frierkammer zu gewahrleisten und damit ein Kondeesi feuchter Umgebungsluft bei tiefen
Temperaturen zu verhindern. Die Probe wurde voemiQuarztiegel im Gesichtsfeld des
Mikroskops gehalten, der mit Hilfe einer XY-Positierung verschieblich ist. Ein mit dem
Quarztiegel in direkten Kontakt unterhalb stehen8@éberblock wurde mit Flissigstickstoff
durchspilt und gleichzeitig geheizt. Dies erlauten System die Silberblocktemperatur zu
regeln, die von der Probentemperatur bei hohen-Kiidl Heizraten abweichen konnte. Ein
zentrales Loch im Silberblock ermoglichte das Mgkapieren im Durchlicht.

Die Frage entstand, ob der Silberblock beim Kitden Probe die Warme mit homogener
Temperaturverteilung im stationdren Betrieb abfiihrkann. Hierzu lagen folgende
Bedingungen vor: 1) nach optimaler Reinigung vonaQtiegel und Silberblock standen
deren Kontaktflachen aufgrund derer Planaritdt watnachlassigbaren Lufteinschluss in
Kontakt. 2) Die Warmeleitfahigkeiten der verwendeteMaterialien, Quarzglas:
1,38 W-nm-K™ und Silber: 419 W-thK™*, waren relativ hoch [99]. 3) Trotz des zentralen
Lochs im Silberblock konnte eine Kohlersche Beleéun eingestellt werden. Absorptions-
Effekte von Licht in der Probe durch Warmestrahlikognte als vernachlassigbar angesehen
werden, da eine Kaltlichtquelle verwendet wurde.
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Die Abb. 4.2azeigt das SolidWorksModell eines Quarztiegels mit einem Kupfer-Metaits
fur die Auslosung einer Nukleation einer wassrigeabe. Unter den Randbedingungen, dass
der Silberblock auf -30°C abgekihlt ist und in &eerkammer anfanglich Raumtemperatur
herrschte, stellte sich im stationdren Zustand d&mperaturverteilung entsprechend
Abb. 4.2b ein. Diese FEM-Simulation veranschaulicht, dass @aarztiegel unter diesen
Bedingungen im gesamten Bodenbereich eine homog&ireneabfuhr erfuhr. Da in dieser
Arbeit hauptsachlich mit sehr geringen KuhlratenBereich von 0,1 bis 5 K/min gearbeitet
wurde, kann mit einer homogenen Warmeabfuhr am Bodies Quarztiegels gerechnet
werden. Zusatzliche FEM-Simulationen bei extremdmoKuhlraten (~800 K/min) fuhrten zu
einer Inhomogenitat am auf3eren Rand des Quardimdmhs. Da das Gesichtsfeld des
Mikroskops sich in der zentralen Mitte des SilbedBs und Quarztiegels befand, sind solche

Inhomogenitaten erst bei sehr viel hoheren Kihiraraxisrelevant.

4.1.3 Temperaturverteilung zylinderférmiger ProbeKryoréhrchen

In der Kryokonservierung kommen haufig kommerzieldinderférmige Kryoréhrchen zum
Einsatz. Aus diesem Grund wurden in dieser ArbeitmltZellsuspensionen mit
5.1¢ Zellen/mL in Kryoréhrchen eingefroren. Wie in Absitt 3.2.3 erlautert, wurde der
Temperaturverlauf beim Gefrierdannerhalb von zylinderférmigen wassrigen Proben von
Heschel grundlegend beschrieben [77]. Sollen dabé&r in mehreren Kryoréhrchen gleich-
zeitig und mdoglichst gleichmafig innerhalb einegergerates gekuihlt werden, so hat sich
eine parallele Anordnung in Frierblocken bewahi%g1 Hierbei wurden Kuhlkorper ein-
gesetzt, die eine gleichmalige Warmeabfuhr gewéataeten. _Abb. 4.3 zeigt ein
SolidWork$-Modell einer prinzipiellen Anordnung eines Friextks. In diesem Modell
wurden 8 Kryordhrchen mit In-Stoppé&rwon einer Leiste aus Polytetrafluorethylen (PTFE)
parallel gehalten. Diese PTFE-Leiste wirkte als W&speicher und erméglichte die Messung
von Temperaturanderung beim Phasenwechsel der iPnolitéels Thermoelementen (hier
nicht dargestellt). Seitlich angebrachte Kuhlkorpgeenten der homogenen Verteilung der
Temperatur. Fir die Simulation der Temperatur wuede SolidWork§-Modell eines

Kryordhrchens mit IN-Stoppefnund einem PTFE-R6hrchens zur Auslésung der Nukieat
aufgebaut (Abb. 44
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SolidWork€$-Modell einer Linkam Frierkammer FDCS im gedffneféustand
ohne Deckel. Der Quarztiegel, der mit der XY-Posiierung verschieblich ist,
liegt zur besseren Ubersicht seitlich neben detmeflock. AuRerdem sind die
Anschlisse fur Flussigstickstoff (IN und gasformigen Stickstoff mit
Richtungsangaben (graue Pfeile) der Massenstromee stas Heizelement
gezeigt.
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SolidWork$-Modell eines Quarztiegels fiir die Probenaufnahmierueinem
Kryomikroskop und einem spitzen Metallstab zur Assing der Nukleation
einer unterkithlten wéassrigen Probe (a). SolidWo#k&M-Simulation der
Temperaturverteilung eines Quarztiegels mit FEMzN&uf dem Boden des
Quarztiegels herrschte eine homogene Temperataiuerg von -30°C, hier
dunkelblau dargestellt (b).
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Kryorohrchen & In-Stopper®

PTFE-Leiste \
-

Kiihlkorper

Abb. 4.3 SolidWork$-Modell eines prinzipiellen Aufbaus eines Friert{sanit 8 Kryo-
réhrchen und In-Stopp@rEine PTFE-Leiste diente dem parallelen Halten der
Kryoréhrchen und diente gleichzeitig als Warmedpeic was eine
Temperaturmessung mit innen liegenden Thermoelemerdgrmdglichte.
Zusatzlich wurden Kuhlkorper angebracht, die einenbgene Warmeabfuhr
beim Kihlen gewéhrleisteten.
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Abb. 4.4 SolidWork$-Modell eines Kryorshrchens mit dem Probenmatevissser:
Das Kryordhrchen war mit einem IN-StopPeverschlossen und mit einem
PTFE-ROhrchen verbunden, das fur die kontrolliedeslosung der Nuk-
leation eingesetzt wurde (a). SolidWJtKHSEM-Simulation der Temperatur-
verteilung der Anordnung: Die Warme wurde seitlielm Kryoréhrchen
abgefuhrt, wodurch die Probe eine homogene Tempeaateilung von -30°C
erfuhr, hier dunkelblau dargestellt (b).
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Das Kryorohrchen sowie das PTFE-R6hrchen enthisltPaobenmaterial Wasser. Fir die
FEM-Simulation wurde die seitliche Mantelflachee din direkten Kontakt zur PTFE-Leiste
steht, auf -30°C gesetzt. Alle anderen Geometries Modells aus Abb. 4.4vurden

anfanglich auf Raumtemperatur festgelegt. UntesatieBedingungen ergab sich die in
Abb. 4.4b dargestellte Temperaturverteilung. Hieraus lassdt srkennen, dass das Kryo-
réhrchen an der seitlichen Mantelflache eine homegEemperaturverteilung (dunkelblaue
Farbung) aufweist. Am Boden des Kryordhrchens kasrjedoch zu Inhomogenitaten der
Temperaturverteilung kommen, die vor allem danre gjrol3e Rolle spielen, wenn Zellen in

diesen Bereich teilweise oder komplett sedimentiere

4.1.4 Temperaturverteilung dinnschichtiger Proksrder FTIR

Die Fourier-Transform Infrarotspektroskopie (FTIRjurde in dieser Arbeit mit einem
Flussigstickstoffsystem kombiniert, um das Infrapstktrum von wassrigen Proben wahrend
der Kryokonservierung zu erfassen. Aus dem Infsgrektrum kdnnen die molekularen
Schwingungen von Molekilen in der Probe abgeleietden. Die Effekte der Temperatur,
der Osmolaritat und der Eiskristallbildung auf 2ellkkénnen in verschiedenen Bereichen des
Infrarotspektrums, in sogenannten Bandern, ermitelden. Hierzu zahlen Veranderungen
im symmetrischen CHStreckschwingungs-Band (Lipid-Band), dem C=0O-Sciguings-
Band der Peptidgruppe (Amid-lI-Band) und demOFBand [18], [103]. Eine detaillierte
Darstellung der FTIR-Methode wird im experimentelleeil in Kapitel 5 beschrieben.

In dem verwendeten FTIR-Aufbau war die Probe inakrteines Probenhalters angeordnet,
welcher in_Abb. 4.5als SolidWork&-Modell dargestellt ist. Der reale FTIR-Probenhalte
wurde zur Kuhlung mit Flussigstickstoff durchspuiftd wurde gleichzeitig durch eingebaute
Heizelemente erwarmt, wodurch eine exakte Tempargeder Anordnung mdoglich war. Die
wassrige Probe wurde dabei zwischen zwei CaF-Fensted einem PTFE-Ring platziert
(Abb. 4.63. Fur die FEM-Simulation der Temperaturverteilwmgrden als Randbedingungen
die Kontaktflachen zwischen CaF-Fenster und Pradésthauf -30°C und alle restlichen
Geometrien auf Raumtemperatur gesetzt. Abb. 46kanschaulicht die im stationaren
Betrieb entstehende Temperaturdifferenz von 1,48vischen aul3erem Rand und der Mitte

der CaF-Fenster.
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Abb. 4.5
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SolidwWork§-Modell des FTIR-Probenhalters mit CaF-Fenster, r&d
verschluss und LNAnschlissen. Die grauen Pfeile deuten den Massenst
des Flussigstickstoffes an. Zusatzlich ist der @et Temperaturmessung
angegeben. Wahrend einer FTIR-Messung wurde diéePiter die CaF-
Fenster beleuchtet und das transmittierte Infriahdtlzur Ermittlung dessen
Spektrums detektiert.
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Abb. 4.6 SolidWork€-Modell der Probenanordnung in einem Fourier-Tramsf

Infrarotspektrometer (FTIR). In diesem Modell wur@és Probenmaterial
Wasser gewahlt, das zwischen zwei CaF-Fenstern aumeim PTFE-Ring

eingeschlossen ist (a). SolidWofkBEM-Simulation der Temperaturver-
teilung dieser Probenanordung: Die Warme wurde affe&n Rand des CaF-
Fensters und des PTFE-Ringes entzogen, hier béiC-30 dunkelblau

dargestellt. In der Mitte der Anordnung herrschiteehomogene Temperatur-
verteilung, hier gelb dargestellt (b). In der r@akMersuchsanordnung befand
sich am &ulleren Rand der Sensor fir die Tempergalung. Die

Probentemperatur in der Mitte der Anordnung wichshddb von der

gemessenen Temperatur um 1,43 K ab.
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In der experimentellen Versuchsanordnung erfolggeAdisleuchtung der Probe innerhalb des
Probenhalters nur in der radialen Mitte, in der b&drigen Kihlraten (~1 K/min) eine
homogene Temperaturverteilung sichergestellt wahedre Kihlraten hatten systembedingt
den Nachteil, dass diese bei tiefen Temperaturé&s0{€) nichtlinear wurden, weshalb in den
praktischen FTIR-Experimenten hier mit 1 K/min gekiwvurde.

Bei der FTIR-Analyse von Zellen werden diese Uldigteise in hohen Dichten als Zellpellets
eingesetzt, um ein ausgepragtes spektroskopischesssignal zu erhalten [208]. Im
Vergleich zu Zellsuspensionen haben Zellpellet®gbadunterschiedliche Eigenschaften: Sie
haben einen nur sehr geringen Anteil an extrazelunh Wasser und einen hohen Anteil an
Zell-Zell-Kontakten. Dies fuhrt zu einem verandaert&tofftransport und osmotischen

Verhalten und beeinflusst somit die Kryokonservigydieser Zellen.

4.2 Stofftransport

4.2.1 Transportmodell der Kryokonservierung voretel

In dieser Arbeit wurde ein aus der Literatur bekasrund etabliertes Transportmodell [75],
[216] der Kryokonservierung von Zellen genutzt, das osmotische Verhalten, insbesondere
die Dehydrierung von humanen Endothelzellen dergeu(HPMEC) beim Einfrieren zu
simulieren. Dieses Modell wurde urspringlich vonvibe etal. [119] entwickelt und
beschreibt beim Abkihlen mit konstanter Kiihlrate @d&sammenhang zwischen dem Zell-
Volumen V und der Zeitt oder der Temperatul. Wahrend die Gleichung 3.28 den
Zusammenhang der zeitlichen Anderung des osmotiktiien Zell-VolumensV,, von der
Temperatur beschreibt, kann das Modell bei konstagtihlrateB auch wie folgt dargestellt
werden [43]

dv _ L,ART [M (V =V,) = (0 + nepes) H _AH, (i_ij

dT  Bu v -Vo) - (e + nepWepn) *ra @ M 40 )| R (T, T) ()

w

wobei L, nach Gleichung 3.29 auch von der Temperdtund der Aktivierungsenergig,,

abhangt. Das Modell setzt mehrere vereinfachendeBengen voraus [91]:



48

* Vernachlassigung von Temperatur und Druckdifferani#iger Zellmembranen

« Vernachlassigung von Effekten der intrazellulareskistallbildung

* Vernachlassigung der Fluxe von Frierschutzmitteld 8alzen Uber der Zellmembran
e durch die Zellmembran limitierter WassertranspBedlet-Zahl Pe <<1)

* vernachlassigbarer Wassertransport unterhalb \@iC-6

* ideale Verdinnung der Medien

* Annahme einer konstanten effektiven Zellmembran@imheA

« Annahme einer konstanten Latentwéariié

Zur Erhohung der Genauigkeit des Modells wird hike Temperaturabhangigkeit der
Latentwarme mitbertcksichtigt. Basierend auf dersdé¢egebnissen von Dougherty et al. [48]
kann die Latentwdrme im Temperaturbereich von 236iK 274 K durch ein Polynom 2.

Ordnung mit einem BestimmtheitsmaR \®R= 0,98 analytisch angenahert werden, durch:

AH, =-810105+10954(T — 021(T? 4.2)

Zusatzlich wurden die osmotischen Parameter fur Z&dsnodell (HPMEC) experimentell
bestimmt, darunter das osmotisch inaktive Zell-Visdm V,, (Anhang 10.3.2), die
hydraulische Membran-Konduktivitét,, die AktivierungsenergieE, und die effektive
Zellmembran-OberflachA (Anhang 10.3.3).

4.2.2 Numerische Methode zur L6sung der Gleichungen

Zur Losung der Gleichung 3.29, Gleichung 4.1 unei¢biung 4.2 wurde ein numerisches
Einschrittverfahren, das klassische Runge-Kuttdaheen 4. Ordnung, genutzt. Dabei wird
eine Naherungsfunktion/(T;) als gewichtetes Mittel aus den Werten der Diffieral-
gleichungf(T,V) an geeigneten Stellen und einer vorgegebenenitiBahite AT gebildet.
Diese Naherungsfunktion lautet nach Bronstein.482]|

A

V(T)=V(T.L) +_T|:ﬁk1 + 20k, + 20k, +k4]

6 (4.3)

mit den Runge-Kutta-Koeffizientdq:

k= (T4, Via) (4.4)
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_ AT AT [k,
kz - f(Ti—l"'7'vi—1"' 2 ) (4.5)
_ AT AT [k,
ks =f (Ti—l +7'\/i—1 + 2 ) (4.6)
k, = f(T;,Vi, +AT Ik;) (4.7)

Diese Naherungsfunktion hat dabei einen FehleemQtdnung voAT°. Bei einer gewahlten
Schrittweite vonAT = 0,1 K ergibt sich somit ein kleiner Fehler demrerischen Naherung
von 110° K.

4.2.3 Simulation des Wassertransports

Das Wassertransportmodell aus Abschnitt 4.2.1 wumite Hilfe eines neu entwickelten
Matlab®-Programms erstellt. Zur erleichterten EingabeSietulationsbedingungen und Aus-
gabe der Ergebnisse wurde eine graphische Benb&ddche programmiert (Anhang,
Abb. 10.7. Auf dieser Benutzeroberflache erfolgte die Ausivdes Zellmodells HPMEC,
wodurch dem Programm die experimentell bestimm&anatischen Parameter der HPMEC-
Zellen als Eingangwerte zur Verfigung standen (Agha\bb. 10.4 Des Weiteren wurden
die Randbedingungen, darunter AnfangstemperatudieBrperatur, Nukleationstemperatur,
Anfangs-Zell-Volumen, Kihlrate, Art und Konzentaati des Frierschutzmittels sowie die
gewinschte Schrittweite eingetragen. Nach dem e®tader Simulation wurden die
Ergebnisse der Berechnung in drei graphischen &amsgen, in einend(t)-, V(t)- und einem
rel. V(t)-Diagramm dargestellt (Anhang, Abb. 1D.Abb. 4.7zeigt Ergebnisse von Matlab

Simulationen bei verschiedenen Konzentrationen amebylsulfoxid (OM, 1M und
2 M Me,SO) in einem Diagramm mit zeitlicher Abhangigkeésdrelativen Zell-Volumens
beim Kuhlen. Aus diesen Simulationen folgte, das8hehme Konzentrationen an
Frierschutzmitteln zum geringeren Zell-Schrumpféhrfe: Bei -60°C betragt das relative
Zell-Volumen 45,1% (ohne CPA), 49,0% (1M M®©) und 50,0% (2 M MS&SO).
Vergleichbare Ergebnisse flr das relative Zell-Viodun bei -60°C lieferten Simulationen mit
Ethylenglycol von 51,4% (1 M EG) und 53,8% (2 M EG)
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Abb. 4.7

KUHLEN
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- o O0MMe,SO
[
0.8 1 @ 1 MMe,SO
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relatives Zellvolumen [-]

V,/V,=031
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0 , ; .
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Zeit [s]

Matlab’-Simulation des relativen Zell-Volumen#V, von HPMEC-Zellen
beim Einfrieren von 4°C bis -60°C mit 1 K/min untérariation der
Konzentration an Dimethylsulfoxid (0 M M8O weil3e Quadrate, 1 M &0
graue Kreise, 2 M M&SO schwarze Kreise): Die Simulation zeigt, dass die
relativen Zellvolumina nach ~2000 s konstante Werteichten. Mit dem hier
genutzten Wassertransportmodell nach Devireddyl. e8] wurden mit
steigender MgSO-Konzentration geringeres Zell-Schrumpfen beinhl&i er-
mittelt.
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5 EXPERIMENTELLER AUFBAU UND METHODEN

5.1 Dunnschichtige Zellsuspensionen

5.1.1 Kryomikroskopie

Mit Hilfe der Kryomikroskopie kann experimentellrdginfluss von tiefen Temperaturen auf
biologisches Materiain situ visualisiert und dokumentiert werden. Kirzlich derein
Ubersichtsartikel von Spindler et al. veroffenttichder die verschiedenen Arten der
Kryomikroskopie-Systeme und deren Anwendungen nalgskutiert [182]. Der
Kryomikroskopie-Messplatz des Institut fir Mehrpéiagrozesse ist in Abb. 5dhrgestellt.

Temperatur-
regelung &
LN,-Pumpen

uuuuuuuuu
A

Y rrms

Abb. 5.1 Der Kryomikroskopie-Messplatz besteht aus dem HKijkooskop (Zeiss
Mikroskop Axio Imager mit der Linkam Frierkammer E€B196), einer
digitalen Videokamera (Retiga EXi Fast 1394, Qlmagyi Temperatur-
regelung und Flassigstickstoff-Pumpen mit Dewar@efind der Software
Linksys32.
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In diesem System wurde eine mikroskopische Prolbedddiv durch einen Massenstrom von
Flussigstickstoff gekuhlt. Hierzu wurde von einenh Dewargefall Flissigstickstoff (LN
Uber PTFE- und Silikonschlauche von einer Flusgikstoffpumpe angesaugt und stromte
dabei durch einen Silberblock innerhalb einer Lmkarierkammer FDCS196 (vgl. Abb. 4.1
Der dabei entstehende gasformige Stickstoff wurde System zur Erzeugung einer
Schutzgasatmosphare innerhalb der Frierkammer zfemod verhinderte ein Beschlagen und
Vereisen der optischen Komponenten. Durch gleitiges Heizen des Silberblocks konnte
aufgrund einer Temperaturregelung eine gewlnschodite®peratur am Silberblock
eingestellt werden. Uber die Software Linksy88annten komplexe Temperaturprofile vom
Anwender erstellt werden. Die Software erlaubtenéddis die Kontrolle der angeschlossenen
digitalen Farbkamera. Mit einem 20fach Zeiss LDnF\eofluar ,Long-Distance“-Objektiv
mit einem Arbeitsabstand von 7,9 mm entstanden tdenyomikroskopische Bilder mit einer
Auflosung von 1392 x 1040 Pixeln bei maximaler Bildderholungsfrequenz von 10 Bildern
pro Sekunde. Die Probenvorbereitung von Zellen lggscin allen durchgefihrten
Experimenten nach einheitlichen Arbeitsablaufen ustdim Anhang in Abschnitt 10.2
detailliert beschrieben. Fir die kryomikroskopistheperimente wurde die Zellzahl manuell
im Gesichtsfeld des Kryomikroskops eingestellt. rie wurden JuL Zellsuspension mit
einer definierten Konzentration an Frierschutzriteaif einen auf 4°C vorgekihlten
Quarztiegel pipettiert, der sich auf dem Silberklomerhalb der Frierkammer befand. Nach
Auflegen eines Abstandhalters und einem Deckglass I2imm Durchmesser wurde die
Frierkammer verschlossen und verhinderte damit dastrocknen der Probe. Zur
Bestimmung der intrazellularen Eiskristallbildunguwfir die statistische Auswertung eine
hohe Zellzahl von bis zu circa 300 vereinzeltedefeim Gesichtsfeld sinnvoll. Im Gegensatz
dazu wurde fur die Untersuchung des Zell-Volumeime gyeringe Zellzahl von circa 20
vereinzelten Zellen im Gesichtsfeld gewahlt, um eeimanuelle oder automatisierte
Bestimmung des Volumens zu ermdéglichen. Hierbei denr die Bildaufnahmen leicht
aul3erhalb des Fokuses aufgenommen, was die ausch®tBildauswertung zusatzlich
vereinfachte, jedoch keinen Einfluss auf die Bestung des Zell-Volumens hatte. Das

Temperaturprofil folgte in folgenden Schritten:

1. Beladen des Kryomikroskops mit Zellen bei 4°€diiica 5 min
2. Kihlen mit 1 K/min
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3. Wahlweise Halten bei -8°C, um eine aktive Nukleation derol&r mit einem
vorgekuhlten Kupferstab einzuleiten; anschlieRerfgegarmen bis knapp unterhalb
der Schmelztemperatur; weiteres Kithlen mit 1 K/min

4. Erwarmen von -60°C bis 4°C mit 100 K/min
Halten bei 4°C fir 10 min

StandardméaRig wurde manuell das Schrumpfen und @lemvvon Zellen mit Hilfe der
gemeinfreien Software Imageausgewertet. Ausgehend von einem zweidimensiorBilen
einer Zelle wurde zunachst deren Umfang markiedt deraus eine Flachebestimmt. Unter
der vereinfachenden Annahme, dass eine HMPEC-Zell&uspension eine spharische

Geometrie besitzt, konnte hieraus auf das Volumgeschlossen werden [1], mit

v _(AY?

Vo A\) (5.1)
wobei sich der Index 0 auf isotonische Bedingunbeaieht. Bei der Untersuchung der
intrazellularen Eiskristallbildung am Kryomikroskapurden mit den HPMEC-Zellen nach

dem Frier-Tau-Vorgang zusatzlich Vitalitaitsmessungen Fluoreszenzmikroskop durch-
geflhrt, die im Anhang, Abschnitt 10.4, naher bestien werden.

5.1.2 Verbesserte Bilderfassung und -analyse

Um eine hohere temporale Auflésung der osmotisdhergange zu erzielen, wurde an das
Kryomikroskop eine Hochgeschwindigkeitskamera Maloo X4 von Imaging Solutions
adaptiert (Abb. 5. Hiermit wurden kryomikroskopische schwarz/weiikdBr mit einer
Auflosung von 512 x 512 Pixeln bei einer Bildwiddeungsfrequenz von 1000 Bildern pro
Sekunde erstellt. Die Bildaufnahme startete nashrenanuellen Triggerung der Kamera und
die Bilddaten wurden in ihrem internen 4 GByte RI&EEPROM gespeichert. Nach erfolgter
Bildaufnahme wurden diese Bilddaten ausgelesen amadysiert. In dieser Arbeit wurden
Bildaufnahmen von einer Hochgeschwindigkeitskanggautzt, um die intrazellulare Eis-
kristallbildung von humanen Endothelzellen (HPMEE) untersuchen. Die Proben-
vorbereitung und Frierbedingungen geschahen andéwgim Anhang in Abschnitt 10.2
beziehungsweise in Abschnitt 5.1.1 beschriebenazdduren. Speziell wurden hier die
Frierbedingungen so gewahlt, dass sie den optinBdelngungen hinsichtlich Kuhlrate und
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Konzentration an M&O entsprachen, jedoch ohne Einleitung einer aktivekleation. Die
optimalen Bedingungen beim Einfrieren von HPMECI&el waren aus eigenen
Voruntersuchungen und bereits veroffentlichen Patarstudien [24], [80], [149] bekannt:
eine Kihlrate von 5 K/min und eine M&O-Konzentration von 5 Vol.-%. Aufgrund einer
hohen Anzahl an durchgefiihrten kryomikroskopisdagperimenten wurden bei der Analyse
des Zell-Schrumpfens und -schwellens eine fortgésehe Methode der automatisierten
Bildverarbeitung gewéhit. Diese konnte in zwei Mat-Algorithmen in der Bildverarbeitung
unterschieden werden, namlich dfell-Detektion und die Zell-Verfolgung Beide Teile
erlaubten eine automatisierte Analyse von Einzadioilt und Videos. Bei detell-Detektion
wurde eine Hough-Transformation zur Kreis-Detektiomit variierendem Radius
durchgefuihrt, woraus sich ein Hough-Tensor und ldough-Array ergab, deren Peaks
maogliche Positionen von Zellen darstellten. Miell-Verfolgung geschah fir jede Zelle

separat Uber alle Einzelbilder und konnte in fotgedrei Schritte zusammengefasst werden:

Abb. 5.2 Aufbau einer Hochgeschwindigkeitskamera MotionPXd von Imaging
Solutions auf das Kryomikroskop. Alle weiteren splien Komponenten des
Kryomikroskops, insbesondere das Objektiv, bliebenverandert (vgl.
Abb. 5.7). Die Bildwiederholungsfrequenz wurde auf 1009 fger Software
eingestellt.
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Erstens, Glatten der Bilder durch eine anisotrogtuglon [153]; zweitens, Bestimmung des
Zell-Mittelpunkts durch Kanten-Detektion mittels i®g-Edge-Detektion und einer Hough-
Transformation; drittens, Ausfillen des Zellinnerdurch ,region growing“ [17]. Aus der
Anzahl der Pixel im Zellinneren wurde aus Gleichund das Zell-Volumen bestimmt
(Abb. 5.3. Zur Validierung der automatisierten Bildveratbeg mit dem Kryomikroskopie-
System wurden Coulter Counter CC[10atex-Perlen von Beckmann mit Durchmessern von
5um und 20um und Glasperlen von LaVision mit Durchmessern drum bis 17um
eingesetzt. Es wurde festgestellt, dass diese atiwarte Bildverarbeitung eine hinreichend
genaue Methode zu Bestimmung des osmotischen Yensavon HPMEC-Zellen bei tiefen

Temperaturen war [186].

Eis- f

Phasenfront

Zell-Fliache nach
"region growing"

Eis

Abb. 5.3 Methode zur Bestimmung des Zell-Volumens von HPNMEsllen: Der innere
Bereich einer Zelle wurde durch ,region growing“ Bild schwarz ausgefullt
[17], [52], woraus sich das Zell-Volumen unter Ahnee einer sphéarischen
Geometrie berechnen liel3.
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5.1.3 Konstruktion und Realisierung eines Nukleator

Zur Untersuchung des Einflusses der NukleationsézatprT,, auf das osmotische Verhalten
von Zellen unter dem Kryomikroskop wurden an dassggstem folgende Anforderungen
gestellt:

* Gewabhrleistung einer kontinuierlichen Bildaufnahmagihrend des Nukleations-
vorganges

» Keine Beeinflussung der Schutzgasatmosphare ifrenkammer (vgl. Abb. 4)1

* Kontrolle der Nukleationstemperatur zwischen Sclateehperatur und spontaner
Nukleationstemperatur

* Automatisches Auslosen der Nukleation, sobald dewimschte Nukleations-
temperatur erreicht wurde

* Reproduzierbarkeit und Visualisierbarkeit der adtisNukleation und der Zellen

Diese System-Anforderungen waren mit herkommlickiethoden nicht erfillbar [140]. Aus
diesem Grund wurde hier ein System zur aktiven datkbn, ein sogenannter Nukleator
entwickelt, der an das Kryomikroskop angepasst wad die beschriebenen System-
Anforderungen erfillte. Das ausgewahlte Prinzip lekleators basierte auf einem gekihlten
Metallstab, der eine aktive Nukleation in einer arktihiten wassrigen Probe ausltste.
Abb. 5.4 zeigt ein SolidWork&Modell eines Nukleators mit einer Frierkammer flie
Kryomikroskopie. Dieses bestand aus einem Metéal|stker mittels eines linear gefiihrten
Schlittens, Spindel und Schrittmotor automatisi@tschieblich war. Die Spitze des Metall-
stabes wurde durch einen Flussigstickstoff-durdnsten Warmetauscher gekuhlt und wurde
mit einer Genauigkeit der Linearbewegung vonu@b positioniert. Der Aufbau auf einer
Rampe ermoglichte die exakte Winkel-Positionierwhgs Metallstabes zwischen Frier-
kammer und dem Objektiv des Kryomikroskops. Ein imdrter Deckel der Frierkammer
besaR eine schrage Offnung zum Einfuihren des Meth#ts und musste deshalb wahrend der
Nukleation nicht abgenommen werden. Um zu bewdtigda, dass der Metallstab nicht
unkontrolliert auf die Probe zufuhr und eventuethdQuarztiegel beschadigte, wurde seine
Position mit Hilfe einer Kamera erkannt und derig@tVerfahrweg zur Probe automatisch
bestimmt. Die Ansteuerung des Schrittmotors, diesitmserkennung des Metallstabes

mittels Kamera sowie die Triggerung des automagiscNukleationsvorgangs wurden utber
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ein in Visual Basi® neu entwickeltes Programm kontrolliert, das im And, Abschnitt 10.5

beschrieben ist.

Schrittmotor Spindel

|

Schlitten

Frierkammer Metallstab

Wairmetauscher

Kamera

Abb. 5.4
SolidWork$-Modell eines
Nukleators zur autom-
isierten Nukleation was-
sriger Losungen unter dem
Kryomikroskop. Waéhrend
einer Kalibration wurde die
Position der Spitze des
Metallstabes automatisch
von einer Kamera erkannt,
woraus sich der Verfahr-
weg computergesteuert er-
rechnete (a). Erreichte die
Temperatur des Silber-
blocks die von dem Pro-
gramm eingestellte Soll-
temperatur, so wurde der
Schlitten mit dem Metall-
stab nach vorheriger Kihl-
ung zur wassrigen Probe
innerhalb der Frierkammer
automatisch zugefihrt (b).

Der Aufbau des Nukleators am Kryomikroskop ist_ibbA5.5 dargestellt. Der Metallstab

wurde mit einer sehr feinen Spitze versehen, um Qlitsauflosung der Nukleation im
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Gesichtsfeld des Kryomikroskops zu verbessern. Zdiavurde eine Anlage zum elektro-
chemischen Atzen aufgebaut. Diese erlaubte dietéllensg von konisch geformten Spitzen
aus 1 mm breiten Wolframdrahten, welche unter destd®elektronenmikroskop untersucht
wurden, siehe Anhang Abb. 10.0u0d Abb. 10.11

Abb. 5.5 Nukleator zur aktiven Kontrolle der Nukleation eirwéassrigen Probe unter
dem Kryomikroskop: Die Bedienung des Nukleatorsolgté tber eine
Software (vgl. Abb. 10)8 die mit Hilfe einer Temperatur- und Regelungs-
elektronik (Elektronik) Daten des Schrittmotors wet Kamera auswertete.

5.1.4 Versuchsdurchfihrung Nukleator

Die Probenvorbereitung geschah analog der im Anhangbschnitt 10.2 beschriebenen
Prozedur. Das Frierprotokoll wurde tiber die LinlaZsSoftware festgelegt und war fiir die

Erfassung der intrazellularen Eiskristallbildungy@passt:

1. Beladen des Kryomikroskops mit Zellen bei 4°€diiica 5 min
2. Kihlen mit 1 K/min bis -60°C mit automatischenghdsung der Nukleation b&j,
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3. Erwarmen von -60°C bis 4°C mit 100 K/min
4. Entnahme der Zellen im Quarztiegel; TransportZilen auf ~0°C; Durchfiihrung

von Vitalitatstests am Fluoreszenzmikroskop (Anhakigschnitt 10.4)

5.2 Zylinderférmige Zellsuspensionen

5.2.1 Coulter Counter-Technik

Zur Bestimmung der Haufigkeitsverteilung des Zetlhvmens von HPMEC-Zellen unter
verschiedenen Bedingungen wurde ein Beckman Me#tiss® Coulter Counter verwendet
(Abb. 5.6. Dieser detektierte Anderungen der elektrischeitfdhigkeit wahrend des Durch-
stromens von HPMEC-Zellen durch eine 100 grof3e Apertur, woraus eine Haufigkeits-
verteilung des Zell-Volumens ermittelt wurde. Ausged von einer Probenvorbereitung nach
Anhang, Abschnitt 10.2 wurde eine 4 mL Zellsuspemsauf 2:-10bis 4-16 Zellen/mL in
einem zylinderférmigen Probenbehalter eingestBiéir Coulter Counter wurde zunachst mit
10pum grofRen CCL10 Latex Beads von Beckman mit den ijswau untersuchenden
Osmolaritaten und Frierschutzmittelkonzentratiorialibriert. Die Konzentration betrug
dabei 2 bis 4 Tropfen Latex Beads in 20 mL Losubgnach erfolgten die Messungen mit
HPMEC-Zellen, wobei drei verschiedene Messmethodigrchgefiihrt wurden. Die ersten
Methode diente zur Bestimmung von Boyle Van't Hoikgrammen. Hierzu wurden 20
Zellsuspension in 20 mL unterschiedlich konzentgieNaCl- und PBS-LOsungen (vgl.
Anhang 10.3.2) pipettiert und nach einer Einwirkzeon 10 Minuten resuspendiert und
gemessen. Der Messvorgang wurde nach 20.000 gemeesBartikeln automatisch beendet.
Eine zweite Methode wurde genutzt, um den Einflussnterschiedlicher
Frierschutzmittelkonzentrationen an }8© (1 M, 2 M, 3 M, 4 M, 6 M) bei Raumtemperatur
auf das Zell-Volumen nach unterschiedlichen Einneiten von 10, 20, 30 und 40 Minuten
zu bestimmen. Diese Messungen wurden mit®1Zellen in 20 mL Losung durchgefiihrt. Die
dritte Methode diente dem Vergleich der Volumen-tigkeitsverteilung von kryokon-

servierten mit nicht-kryokonservierten Zellsuspensn mit 0 und 0,7 M M&O. Die
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Kryokonservierung erfolgte im Einfriergerat CM2008i einer Kuihlrate von 5 K/min ohne
Kontrolle der Nukleationstemperatur.

Abb. 5.6 Der Coulter Counter-Messplatz zur Bestimmung déufigkeitsverteilung von
Partikeln.

5.2.2 Konstruktion und Realisierung eines Frierk$oc

Zur Kontrolle der Nukleationstemperatur von Zelfgeissionen in kommerziell erhaltlichen
Kryoréhrchen wurde in dieser Arbeit ein Frierblaakwickelt. Dieser hatte die Aufgabe, acht
parallel angeordnete Proben auf gleiche Temperatioringen und bei einer vom Anwender
vorgegebenen Temperatur zu nukleieren. Die Kihlarfglgte dabei innerhalb des auto-
matischen Einfriergerat (CM2000, Carburos Metalicé&panien). Zur Kontrolle der

Nukleationstemperatur wurde ein Prinzip gewahls dawenderfreundlich, zuverlassig und
betriebssicher arbeitet. AuRerdem sollte das Systenil, autoklavierbar sein und bei tiefen
Temperaturen im vereisten Zustand eine Probenemimanmdglichen. Die Wahl fiel auf die

Auslosung einer indirekten Nukleation von wassrigeoben basierend auf einem Prinzip mit
Peltier-Elementen. ,Indirekte Nukleation* bedelhadr, dass zuerst in einer Induktionslosung
in einem separaten Reservoir aul3erhalb des Krychéhs eine primare Nukleation erfolgte,
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die Uber ein PTFE-ROhrchen dann durch eine sekandékleation die Probe innerhalb des
Kryorohrchens nukleierte. Der Aufbau des fur achab@n entwickelten Frierblocks ist in
Abb. 5.7in einer Explosionsansicht dargestellt. Eine Kamierge enthielt acht Reservoire
fur die Induktionslésungen, die jeweils von einesitier-Element gekihlt werden konnten.
Die bei der Kuhlung an den Peltier-Elementen ehestde Warme wurde an einem Kihl-
korper nach auf3en abgefuhrt. Ein Reservoir warijsvdeirch einen Drehstift verschliel3bar
und ein zusatzlicher Deckel verhinderte eine spuntdukleation. Ein Kryoréhrchen bildete
mit einem Reservoir iiber einem IN-Stoppeund einem PTFE-Réhrchen eine zusam-
menh&ngende, verschlieRbare Einheit, die durch tigg®t’, Kryoréhrchen-Leiste und
AulRenwénde in Position gehalten wurde. Zwei Kitpkdrseitlich der Kryordhrchen besalRen
den Zweck einer homogenen Temperaturverteilung. (@dpschnitt 4.1.3). Die weiteren
Komponenten des Systems wie Leitungskanal, Ansshlosk und Temperaturbuchsen
dienten zur Fuhrung der stromfihrenden Leitungde. Reltier-Elemente benétigen zusam-
men eine Stromversorgung von 19 A bei 1,9 V, dis @&Vinstek PSM2010 Labornetzteil
lieferte. Die Temperaturmessung mit Thermoelemerdes Kupfer/Konstantan (T-Typ)
erfolgte im auferen Kontakt eines jeden Kryoréhnehend wurde tber einen Temperatur-
Logger Meilhaus RedLab gemessen. Ein neu entwickeltes Mdtldyogramm, das im
Anhang 10.5 naher beschrieben ist, nutzte die gegnes Temperaturmesswerte und loste
automatisch durch Ansteuerung der Peltier-Elemdrge der gewtnschten Nukleations-
temperatur eine Nukleation der acht Probert.aDer zusammengesetzte Frierblock ist in
Abb. 5.8dargestellt.

5.2.3 Versuchsdurchfihrung Frierblock

Bei der Anwendung des Frierblocks zur Kontrolle ddukleationstemperatur von Zell-
suspensionen hatten sich folgende Arbeitsschrittedbrt: Zu Beginn wurde der Ein-
frierautomat CM2000 gestartet und mit dem gewurstirierprotokoll auf 4°C vorgekuhlt.
Uber das Matlab-Programm wurden die erforderlichen Eingabe-Paremeingestellt,
darunter eine Vorlaufzeit, eine Haltezeit, die M#lonstemperatuf, und eine maximal

zulassige Abweichung voR,.

*Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Anmeldevedatzur Erlangung von Schutzrechten eingeleitet.
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— Deckel

Kammerleiste
/
/ Kiihlkorper

Drehstift

Leitungskanal |
0= IN-Stopper® & PTFE-Rohrchen
Schraube/ 1 ®
e, —— IN-Stopper -Halter
Anschlussblock /Temperaturbuchsen
Kryoréhrchen/ Kryordhrchen-Leiste
«—— Kiihlkorper
Auflenwand
Abb. 5.7 Explosionsansicht des Peltier-Element-basiertaeriftocks, bestehend aus:

8 Drehstiften, 1 Leitungskanal, 3 Schrauben, 1 Aassblock, 8 Kryordhr-
chen, 2 AuRenwande, 2 Kihlkdrper zur homogenen tbtler Warme von

den Proben, 2 Kryoréhrchen-Leisten, 1 Halterung 8uFemperaturbuchsen,
2 In-Stoppef-Halter, 8 In-Stoppé&r mit PTFE-Rohrchen, 1 Kihlkérper zur

Abfuhr der Warme von den Peltier-Elementen, 1 Kanterste und 1 Deckel
zur Verhinderung der spontanen Nukleation.

Abb. 5.8 Peltier-Element-basierter Frierblock zur Nukleation acht parallelen 1 mL
Proben in Kryoréhrchen. Nicht dargestellt ist dexckel fur die Kammerleiste

(vgl. Abb 5.7.
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Im weiteren Schritt wurden die In-Stoppemit PTFE-R&hrchen bestiickt und mit der
Kammerleiste verbunden. Nun wurden die Reservan@ RTFE-R6hrchen mit Hilfe einer
Spritze mit Injektionslésung gefillt und mit demL Zellsuspension gefillten Kryoréhrchen
verbunden. Der Frierblock wurde zusammengesetaktredch verkabelt und in den
vorgekuhlten Einfrierautomaten gestellt (Abb.)5.8Wahrend des Einfrierens mit einer
Kihlrate von 5 K/min wurden die Temperaturen ddrtdroben graphisch tberwacht. Der
Nukleationsvorgang jeder Probe wurde durch einempbBgaturanstieg graphisch erkennbar.
Die Temperaturdaten wurden schlieRlich im EXeebrmat gespeichert. Bei einer Temperatur
von circa -100°C wurde der Einfriervorgang gestojppd die Proben im gefrorenen Zustand
entnommen und schlie3lich in einer Sanyo Tiefkihkr bei -150°C gelagert. Nach mehr als
24 Stunden Lagerung wurden die Proben in einem &vaad mit 37°C aufgetaut, bis nur
noch ein kleiner Eisklumpen in der Probe sichtbar wnd dann auf Eis gestellt. Diese
Vorgehensweise verhinderte einen Temperaturandaed’robe tber 0°C. Die anschlieRende

Messung der Membran-Integritat erfolgte gemar Aghabschnitt 10.4.

Temperatur- Software
Logger

Stromquelle

CM2000

44444

Abb. 5.9 Der CM2000-Messplatz mit Frierblock, Stromquellemperatur-Logger und
einem Programm zur Kontolle der NukleationstemperétabVIEW®-Soft-
ware, Anhang_Abb. 10)9 Innerhalb des Friergerates CM2000 konnte der
Frierblock bis Temperaturen von -150°C kontrolliaigekihlt werden. Die
Nukleation der bis zu 8 Proben innerhalb des Hoeks erfolgte automatisch
bei einer vom Anwender vorgegebenen Temperatur.
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5.3 Diunnschichtige Zellpellets

5.3.1 Fourier-Transform Infrarotspektroskopie v&iQ@ bis 90°C

Infrarotspektren wurden in dieser Arbeit mit ein€arkin Elmer 100 FTIR-Spektrometer
(Perkin Elmer, Beaconsfield, Grof3britannien) mmesn flissigstickstoffgekihlten Queck-
silber/Cadmium/Tellurid-Detektor (MCT) generiertl{d. 5.10. Die Infrarotspektren wurden
mit einer 4 crit Auflésung im Wellenzahlenbereich von 900 tmis 4000 crit aufgenom-
men und es erfolgte eine Mittelwertbildung von &tferogrammen. Die Temperatur wurde
durch eine automatische Temperaturregelung (AT@xriek Scientific, Pleasantville, New
York), eingestellt. Hiermit wurde die Probentemperaon 10°C bis 90°C bei einer Heizrate
von 1 K/min erreicht. Der Temperaturverlauf wurdet mMihermoelementen und einem

externen digitalen Fluke 53 IlThermometer (Fluke, Everett, USA) aufgenommen.

| 1 § FT-IR -]
& P S

IR PURGE GAS
GENERATOR |
18

-] N,-Spiilgas jm

o ||| DewargefaB

-
E 1 // :
T eee A | ;
S Bl G

Abb.5.10 Messaufbau des Fourier-Transform Infrarotspekttense(FTIR) mit Fllssig-
stickstoff-Pumpe, Flussigstickstoff-Dewargefald, Ppenaturregelung, N
Spulgas und einem Computer fur die Auswertung agenegsenen Infrarot-
spektren.



65

Das System bestand zusatzlich aus einem DewargafdRissigstickstoff, der mittels einer
Linkam LN,-Pumpe (Linkam, Grof3britannien) den FTIR-Probemndttihlte (vgl. Abschnitt
4.1.4). N-Spulgas verdrangte das sich im Strahlengang déR-Spektrometers befindliche
atmospharische 4@, das sich im Strahlengang aufgrund von Signalrldgerungen stérend
auf die Messung der Infrarotspektren ausgewirkiehat

Die Spektren wurden mit der Perkin ElImer SoftwaNOC" (Perkin Elmer, Beaconsfield,
GroRbritannien) analysiert: Anderungen der Memb¢anformation wurden durch Verfol-
gung der Position des symmetrischen,3treckschwingungs-Bands(H,, Lipid-Band) bei
~2850 cm untersucht [28]. Die zweite Ableitung der Spektremrde mit einem 13-Punkte
Glattungsfaktor gebildet [208]. Um Membran-Phasewamdlungen zu bestimmen, wurden
daraus Diagramme erstellt, die die Abhangigkeit\Wedlenzahl YCH,) von der Temperatur
darstellen. Die Protein Denaturierung, gekennzathiurch eine Konformationsdnderung
von einera-Helix zum B-Faltblatt [28], wurde im Wellenzahlenbereich vo80@ cni* bis
1700 cm* dem C=0-Schwingungs-Band der Peptidgruppe (AnBad) bestimmt. Daraus
wurde die invertierte zweite Ableitung der Spektnei einem 13-Punkte-Glattungsfaktor be-
rechnet. Um einen Vergleich unterschiedlicher Pnodarchfihren zu kénnen, wurde die
Flache im Amid-I-Band von 1610 ¢hmbis 1630 crit auf die Flache des Lipid-Bandes

normiert.

5.3.2 Fourier Transform Infrarotspektroskopie vé@iQ bis -45°C

Die Probenvorbereitung geschah bei der FTIR-Mesdeigiefen Temperaturen von 10°C
bis -45°C analog zu der Vorbereitung bei hohen Teraipren entsprechend Anhang,
Abschnitt 10.2 (vgl. Abschnitt 5.3.1). Im weiterémbeitsschritt geschah die Beladung der
CaF-Fenster mit einem i Zellpellet auf einem ~4°C gekuhlten Kuhlkorperf &is. Der

Messaufbau nach Abb. 5.Imdglichte FTIR-Untersuchungen von dinnschichtiBeoben

und einer konstanten Kihlrate von 1 K/min und Terapgen von 4°C bis -45°C. Zu diesem
Zweck wurde die Endtemperatur der Temperaturregehurf -60°C eingestellt, um damit
Nichtlinearitaten der Kuhlrate bei tiefen Temperatu zu vermeiden. Die Analyse der

Infrarotspektren bei tiefen Temperaturen war mitlsE hohen Temperaturen vergleichbar.
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5.3.3 Kryomikroskopie mit Zellpellets

Die Probenvorbereitung von Zellpellets entsprach derbereitung von Zellsuspensionen,
jedoch war deren Handhabung unterschiedlich. Zwsiéehtfiel der Arbeitsschritt der Zell-

Resuspendierung. Bei der Beladung von Zellpellefsdan 4°C vorgekihlten Quarztiegel
wurde die Probenmenge so dosiert, dass ein zusanamgendes Monolayer an Zellen im
Gesichtsfeld des Kryomikroskops sichtbar war. Derblei nur sehr wenig extrazelluléares
Wasser vorhanden war, wurde die Probe zigig voaneiDeckglas und dem Deckel der
Kiahlkammer verschlossen, um sie vor Austrocknungsauiitzen. So wurde ebenfalls das
Adharieren der Zellen auf den Quarztiegel verhindsunfgrund der hohen Zelldichte und des
damit verbundenen hohen Zell-Zell-Kontakts in Zellgts war die Methode zur auto-
matischen Bildanalyse des Zell-Volumens (vgl. Asttlb.1.2) nicht durchfiihrbar. Aus

diesem Grund wurde hier die Kryomikroskopie mit Igellets nur im Hinblick auf

intrazellulare Eiskristallbildung untersucht.
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6 ERGEBNISSE

6.1 Effekte auf die Eiskristallbildung

6.1.1 Eiskristallbildung im kFD-Band

Die Effekte der Konzentration an Frierschutzmitelf die Eiskristallbildung wurden mit

Hilfe der Fourier-Transform Infrarotspektren im®Band nachgewiesen. Abb. Gtellt die
Flache des KD-Bandes in Abhangigkeit der Temperatur beim Kiviem -4°C bis -45°C mit

unterschiedlich konzentrierten M80O-H0O-Ldsungen in Abwesenheit von Zellen dar.

Abb. 6.1

250
200
E
e 150 -
i
E
o
= 100 -
>
~ —o— 0% Me,SO
—o— 10%Me,SO
S0 7 | = 20% Me,S0
—x— 25% Me,SO
0 T T T T
-50 -40 -30 -20 -10 0

Temperatur [°C]

Flache des bD-Bandes im FTIR-Spektrum in Abh&ngigkeit von demiF
peratur beim Kihlen mit 1 K/min von verschiedenea,%D-Konzentrationen
ohne Zellen: 0% (weilRe Quadrate), 10% (dunkelgrBaaten), 20% (diinne
Kreuze) und 25% (dicke Kreuze). Die jeweilige Nwklenstemperatur ist
durch einen sprungartigen Anstieg in den Kurvereenkar. Mit 0% MgSO
erfolgte die Phasenumwandlung schneller, verglichiineinem allméahlich-
eren Umwandlungsprozess bei h6heren3@ Konzentrationen.
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Hier zeigt sich, dass die Phasenumwandlung vorsifiusach fest bei anfanglich geringeren
Me,SO-Konzentrationen abrupter erfolgte. Das heilitgbgebener Temperatur ist nach der

Nukleation der Eisanteil bei h6heren }8©-Konzentrationen geringer.

6.1.2 Extrazellulare Eiskristallbildung ohne ine#alare Eiskristallbildung

Die Kryomikroskopie wurde eingesetzt, um den Eisdlider Nukleationstemperatur auf die
extrazellulare Eiskristallbildung und der Interaktizwischen Zellen und extrazellularem Eis
zu dokumentieren. In den hier untersuchten Friezgrpenten erfolgte beim Kihlen von
Zellsuspensionen auf -60°C grundsatzlich zunachs extrazellulare Eiskristallbildung.
Eine eventuell eintretende intrazellulare Eisktistialung erfolgte hingegen nur als Folge
einer extrazellularen Eiskristallbildung mit eineariierenden zeitlichen Verzégerung. Vor-
raussetzung fur eine intrazellulare Eiskristallbilg war die mikroskopisch sichtbare Néhe
der Eiskristallfront zu der Plasmamembran. Bei #eierexperimenten mit HPMEC-Zell-
Pellets konnte die extrazellulare Eiskristallbilgunur bei hohen Nukleationstemperaturen
nachgewiesen werden. Beim langsamen Einfrieren1rkitmin fihrten hohe Nukleations-
temperaturen, wie beispielsweise bei -4°C, zu eid@ngsamen Eiskristallwachstum. Als
Folge wurden Zellen in die sich aufkonzentriertesrddche verschoben. Abb. 6z2igt ein
HPMEC-Zell-Pellet bei 4°C (a) bei -0,9°C und beRC (c). Das in diesen Bildern
wachsende extrazellulare Eis verdrangt die Zellen die sich aufkonzentrierenden

Zwischenraume.

6.1.3 Extrazellulare Eiskristallbildung mit intrdizgarer Eiskristallbildung

Mit Hilfe der Kryomikroskopie wurde die Wahrscheatikeit der intrazellularen Eiskristall-
bildung PIF von HPMEC-Zellen in Suspension bestimmt, um datersohiedliche Nuk-

leationsverhalten zwischen einer spontanen und akies kontrollierten Nukleation bei -8°C
in Abwesenheit von Frierschuztmittel zu untersuchdmrbei trat nach der extrazellularen
Eiskristallbildung die intrazellulare Eiskristalldung vor allem bei héheren Kihlraten von
~20 K/min auf, was durch eine intrazellulare Verklung (engl. darkening) nachweisbar

war.
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o == Spern oS SR S0 e Ag Abb. 6.2
@ @ LRI NIV NY S ¢i0n0g G0 Kryomikroskopische  Bild-
5 DR P DL ) Y ryomikroskopische i
wg;"%%ﬁé 2526859, A aufnahmen beim Einfrieren
T AT AR AT B von  HPMEC-Zell-Pellets
: 3,0, 5 ohne Zusatz von Frierschutz-

mitteln bei einer Kuhlrate

von 1 K/min. Bei 4°C liegen

die Zellen meist dicht bei-

einander (a). Nach einer
aktiven Nukleation bei -4°C

und einer Erwarmung knapp
unterhalb der Schmelztem-
peratur wachsen bei der weit-
eren Abkuhlung vereinzelte
Eiskristalle und dricken

dabei die Zellen in die sich
aufkonzentrierende Schmelze
bei -0,9°C (b). Beim weiteren
Abkihlen werden die Zellen

zwischen die Eiskristalle ge-
drickt, wie hier bei -22,1°C

dargestellt (c). Aufgrund des
Seedings erfahren die Zellen
keine intrazellulare Eiskrist-

allbildung. Aulerdem ist er-

sichtlich, dass die Zellen in

den aufkonzentrierten Be-
reichen geschrumpft sind (c).
Die schwarzen Pfeile zeigen
auf Bereiche kristallinen Eis-

es. Der Malistab in allen
Bildern betragt 50 um (a).

Die kryomikroskopischen Untersuchungen mit 1 K/mimd 5 K/min zeigten insbesondere in
Abwesenheit von Frierschutzmitteln eine vergleiokise niedrig Anzahl an intrazellular
nukleierten Zellen._Abb. 6.%eigt die Wahrscheinlichkeit der intrazellularemsigstall-
bildung beim Kihlen mit 20 K/min nach spontanerazellularer Nukleationn(= 3). Daraus
ist ersichtlich, dass die Zellen innerhalb einesnperaturbereichs zwischen -14,9°C und
-20,9°C intrazellular nukleierten. Vergleichbarg&unisse unter aktiver Nukleation von -8°C
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zeigen einen groReren Temperaturbereich der itluéen Nukleation zwischen -9,0°C und
-27,9°C (Abb. 6.4 Durch die aktive Nukleation konnte die Wahrsakiehkeit der intra-
zellularen Eiskristallbildung von 100% auf 71,5%nregert werden_(Abb. 6.3Abb. 6.4)

100
O VI1: Zellzahl = 16
B V2:Zellzahl =17
30 A 22] ;/3: Zell.zahl =15
—— Regression
R’ =0,87
— 607 n=3
=
S
40 -
20 A
O T T T T T
-30 -25 -20 -15 -10 -5 0

intrazellluldre Nukleationstemperatur [°C]

Abb. 6.3 PIF beim Kuhlen von HPMEC-Zellen mit 20 K/min, ohneédfschutzmittel
und ohne aktive Nukleation. Die Ereignisse nach detrazellularen
Eiskristallbildung (engl. darkening) einzelner 2ellsind kumulativ dargestellt,
analog zur Darstellung von Acharya et al [1]. Dxssungen (Versuch V1,
V2 und V3) wurden durchgefuhrt und eine Regressioyab ein Bestimmt-
heitsmaR vori’ = 0,87 (vgl. Gleichung 3.33).

In Tab. 6.1sind die Ergebnisse der Wahrscheinlichkeit deagdllularen Eiskristallbildung
PIF beim Kihlen von HPMEC-Zellen mit 5 K/min aufgedist Daraus ist ersichtlich, dass
sich durch die aktive Nukleation b@&}j =-8°C die Wahrscheinlichkeit der intrazellularen
Eiskristallbildung gegentber einer spontanen Nuldeaverkleinerte (mit O M und mit

1 M Me&,SO). Ein hoher Wert voRIF = 46,0 + 19,9% wurde bei spontaner Nukleation und
1 M MeSO (~7,1% MeSO) gemessen, welcher in der Nahe des optimalemnpFotokolls
liegt (Bopt = 5 K/min, Cypr = 5% MeSO).
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Abb. 6.4 PIF beim Kihlen von HPMEC-Zellen mit 20 K/min in Abwvesgeit von
Frierschutzmitteln, jedoch nach aktiver Nukleatiosi -8°C (vgl. _Abb. 6.8
Eine Regression ergab ein BestimmtheitsmaR Ror 0,80 (vgl. Gleichung
3.33).

Tab. 6.1 Wabhrscheinlichkeit der intrazellularen Eiskridbdtlung PIF beim Kihlen von

HPMEC-Zellen mit 5 K/min mit OM und 1 M M8O bei spontanter und
aktiver Nukleation bei -8°Cn(= 3): Angegeben ist die jeweilige Zellzahl, die
extrazellulare Nukleationstemperatdy, sowie die gemittelte Nukleations-
temperatur der intrazellularen Eiskristallbildufg-.

0 M Me,SO 1 M MeSO

spontane Nukleation

Zellzahl: 65
T,=-18,0 £ 3,8°C
Ty =-19,4£3,4°C
PIF = 50,9 £+ 25,9%

Zellzahl: 51
T,=-19,2+2,5°C
Ty =-20,1+£2,3°C
PIF = 46,0 £ 19,9%

aktive Nukleation

Zellzahl: 39
T,=-8,0°C

T =-9,1+£0,7°C
PIF =24,3+£10,7%

Zellzahl: 49
T,=-8,0°C
Tir =-9,9+£0,4°C
PIF=12,8 £5,1%




12

HPMEC-Zell-Pellets, bei denen in kryomikroskopischd&xperimenten keine aktive
Nukleation durchgefuhrt wurden, nukleierten spontdierbei konnte die extrazellulare Eis-
kristallbildung nicht visualisiert werden, da demge Zell-Zell Kontakt das extrazellulare
Wasser verdrangte. Abb. 6Meranschaulicht dies an kryomikroskopischen Bifdabmen
von HPMEC-Zell-Pellets mit 5% M8O beim Einfrieren mit 1 K/min.

Abb. 6.5:

Kryomikroskopische Bildaufnahm-
en beim Einfrieren von HPMEC-
Zell-Pellets mit 5% MgO bei
einer Kihlrate von 1 K/min vor der
Nukleation bei-15,4°C (a). Die
spontane  Nukleation  erfolgte
ebenfalls bei -15,4°C, gefolgt von
einem hohen Anteil intrazellularer
Eiskristallbildung, die durch die
Verdunklung sichtbar wird (b).
Eine weitere Verdunkelung der
Aufnahme weist auf einen ansteig-
enden Zell-Anteil mit intrazellu-
laren Eis bei -15,5°C hin (c). Die
weilden Pfeile zeigen auf einen Be-
reich, der sich verdunkelt (b,c).
Der Mal3stab in allen Bildern be-
tragt 50 um (a).
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Im unterkihlten Zustand liegen die Zellen bei -16,4n einem Quasi-Monolayer (a). Eine

folgende Verdunkelung trat ohne eine sichtbare &ifeent auf (b,c), da die intrazellulare

Eiskristallbildung der Zellen im Pellet spontan uirtlich verteilt erfolgte (b,c). Der Vorgang

der extrazellularen und intrazellularen Eiskristiddlung konnte mit Hilfe des in Abschnitt

5.1.1 aufgebauten Kryomikroskopie-Aufbaus zeitliwicht aufgelost werden. Aus diesem

Grund wurden die HPMEC-Zellsuspensionen in weitdfgperimenten mit einer Hochge-

schwindigkeitskamera wahrend des Einfriervorgangés1000 fps aufgenommen. Abb. 6.6

Abb. 6.6:

Kryomikroskopische Bilder von HPMEC-Zellen, aufgemmen mit einer
Hochgeschwindigkeitskamera mit 1000 fps: Die Nutitew erfolgte spontan
bei -16,1°C. Jeweils links in den Bildern erscheiie extrazellulare
Eiskristallfront mit der Geschwindigkeit der Phasent von ~35 mm/s (a-f).
Der Erstkontakt der Zellen mit extrazellularem ks mit einem schwarzen
Punkt gekennzeichnet. Der Verlauf der intrazelketéEiskristallbildung (lIF)

lasst sich in der Zelle, die sich in den Bilderweds links unten befindet,
durch eine Verdunkelung beobachten. Die Richtunglidfeist durch einen
schwarzen Balken gekennzeichnet (b-f). Die Zellemden in 5% MgSO bei

einer Kuhlrate von 5 K/min aufgenommen. Der MaR$taipagt 30 um (a).
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Veranschaulicht die extrazellulare und intrazehel&iskristallbildung einer HPMEC-Zell-
suspension mit 5% M8O beim Einfrieren mit 5 K/min. Eine Eiskristallfrowanderte dabei
nach spontaner Nukleation vom linken Bildrand nesthts (a-f). Der Erstkontakt des extra-
zellularen Eises mit den Zellen wurde in den Bihldenit einem schwarzen Punkt ge-
kennzeichnet. Aul3erdem wurde die Richtung einentened auftretenden intrazellularen Eis-
kristallbildung (IIF) mit einem schwarzen Balken nkiart. Im Allgemeinen war die Richtung
der intrazellularen Eiskristallbildung nicht gleiather Richtung der extrazellularen Eis-
kristallbildung (EIF). Deshalb wurde hier ein Wihke definiert, der zwischen dem Ort des
Erstkontaktes EIF mit der Zellmembran und der Rtehtung liegt (eingebettete Skizze in
Abb. 6.7. Dieser Winkel lieferte einen Hinweis darauf, dbr Ort des Erstkontakts des
extrazellularen Eises an der Zellmembran einenli#ssfauf den Ort der intrazellularen
Nukleation hat.

Das Diagramm in_Abb. 6.8tellt die Anzahl der Zellen mit IIF als Funkticles Winkelsa
dar (= 6).

Abb. 6.7

50 Richtungsabhangigkeit  der
n=6 intrazellularen Eiskristallbild-

457 ung (lIF) von dem Erst-
40 - kontakt der Zelle mit Eis

?\ I durch extrazellulare Eis-

— 35 - ”\ kristallbildung (EIF). Die
-~ B EIF Definition des Winkelsa ist
= 30 - b im Diagramm anhand einer
E )5 ,I ‘\ schematischen Zelle in einem
=z | \l Schaubild dargestellt (Ein
g 20 ,' | schwarzer Punkt kenn-
5 I “ zeichnet den Erstkontakt der
N 15 - b Zelle mit EIF und ein
I schwarzer Balken liegt in

10 - b Richtung von IIF). Bei

5 Q x ' 3> Q’O\q P a=180° fihrt der Erst-

4 ¢ / kontakt der Zelle mit extra-

Vo | o N

0 +—2 —o< P 1 "~ : zellularem Eis an dieser

0 45 90 135 180 225 270 315 360 Stelle zu einer intrazellularen
Winkel o [°] Nu.klea.tion. Das .Diagraml
zeigt in  kumulativer Dar-
stellung, dass die meisten
HPMEC-Zellen mit IIF bei
dem Winkel a=180° intra-
zellular nukleiert wurden
(p < 0,008; t-Tesh = 6).
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Es existiert ein Maximum der IIF-Zellanzahl bei= 180°, wobei dort der Ort des
Erstkontaktes EIF mit der Zellmembran und der Odr dntrazellularen Nukleation
beisammen lag. Zellen wurden ebenfalls bei Winke#180° intrazellular nukleiert, jedoch
trat eine Nukleation ber = 180°C signifikant haufiger aup & 0,008). Grundsatzlich erfolgte
in den projizierten mikroskopischen Flachen der HEMZellen eine intrazellulare
Eiskristallbildung immer zunachst am Rand einedeZahd wuchs dann komplett durch die
Zelle. Im Gegensatz dazu wurde der Beginn der EBisitibildung im Zellinneren nicht

festgestellt.

6.2 Effekte auf das Zell-Volumen

6.2.1 Freeze-Induced Swelling

Humane Endothelzellen (HPMEC), die unter dem Kryooskop mit der Kihlrate von
1 K/min eingefroren wurden, konnten nach einem vakii Nukleationsvorgang bei -8°C,
anschlielender Erwarmung knapp unterhalb der Sctenaberatur und weiterer Kiihlung bis
-60°C, gut visualisiert und ihr Volumen automatiselimessen werden. Es wurden besonders
die Zellen ausgewertet, die im oder zwischen dem i den Bildaufnahmen kreisférmig
erschienen. Es zeigte sich, dass das relativeVodlimen verschiedener Einzelzellen beim
Einfrieren einer hohen Schwankung unterliegt. Aiesseim Grund wurden in dieser Arbeit
alle zeitlichen Anderungen des relativen Zell-Vokma gemitteltf = 9-17). Abb. 6.8eigt
den zeitlichen Verlauf des relativen Zell-Volumehsim Kihlen in Anwesenheit von
extrazellularem Eis bis -60°C ohne Frierschutzmifte= 10-13). Ausgehend von dem
isotonischen relativen Zell-Volumen, = 1 schrumpfte die Mehrheit der Zellen (82,1%) bis
zum osmotisch inaktiven Volumel, = 0,31 Vy, (weilRe Quadrate). Einige individuelle
Zellen (17,9%) schrumpften zunachst, schwollenrahschrumpften wahrend des Einfrierens
bis -60°C weiter (graue Quadrate). Das AnschweNéhrend des Einfrierens wurde hier als
freeze-induced swelling (FIS) bezeichnet. Zellen RI& hatten bei -60°C im Vergleich zu
Zellen ohne FIS ein signifikant geringeres Schruempd, = 0,55 (*,p < 0,05; t-Test).
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6.2.2 Geringe Konzentrationen an Frierschutzmittel

Unter dem Einsatz von Frierschutzmitteln wurden den in Abb. 6.8analoge kryo-
mikroskopische Experimente durchgefihrt. Abb. 6téllt zeitliche Verlaufe des relativen

Zell-Volumens von HPMEC-Zellen mit unterschiedlioh&onzentrationen an Dimethyl-
sulfoxid (MeSO) dar, ndmlich 0 M M&O (weilRe Quadrate), 1 M M&O (graue Kreise) und
2 M Me,SO (schwarze Kreisep = 9-16. Beginnend bei dem relativen Volumeg =1
schrumpften die Zellen mit 0 M und 1 M MO bei hohen Temperaturen zunachst starker als
mit 2 M Me&SO. Nach circa 300 s schrumpfte das relative Zeluwhen mit 1 M MgSO
starker als das mit 0 M M8O. Bei -60°C wurden die relativen Zell-Volumen wegn = 0,23
mit 1 M MeSO, von Ve =0,34 mit 0M MegSO und vonve =0,50 mit 2M MegSO
gemessenp(< 0,05;n = 9-16). Hieraus folgt, dass HPMEC-Zellen bei lergr Konzentration
an MeSO am starksten schrumpften. Vergleichbare kryamskwpische Experimente
wurden ebenfalls mit dem Frierschutzmittel Ethylgagl (EG) durchgefiihrt. Abb. 6.1feigt
zeitliche Verlaufe des relativen Zell-Volumens vdtPMEC-Zellen mit variierenden
Konzentrationen an EG, darunter 0 M EG (weil3e Catadlr1 M EG (graue Kreise) und 2 M
EG (schwarze Kreisel = 10-17. Auch unter diesen Bedingungen schrumgfterZellen mit

0 M und 1 M EG bei hohen Temperaturen zunachskesté@ls mit 2 M EG. Nach circa 300 s
schrumpfte das relative Zell-Volumen mit 1 M EGrenrt bis -60°C au¥, = 0,07 p < 0,05),
verglichen mit dem Schrumpfen mit 0 M E@G(=0,34) und 2 M EG Vg = 0,26). Die
kryomikroskopischen experimentellen Ergebnisse a@@MHC-Zellen mit Ethylenglycol
zeigen, dass mittlere EG-Konzentrationen zu einememen Schrumpfen der Zellen fuhrten.
Ein direkter Vergleich von Abb. 6.8nd Abb. 6.10verdeutlicht zusatzlich, dass das Zell-
Schrumpfen mit 1 M EG starker war als mit 1 M J86©. Eine weitere Erkenntnis ist, dass
das in Abschnitt 6.1.1 beschriebene FIS unter dersaEz von den Frierschutzmitteln EG und
Me,SO nicht auftrat.
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10 Relatives  Volumen von
’ HPMEC-Zellen beim Ein-
% 8 ohne CPA, mit FIS frieren mit 1 K/min bis -60°C

O ohne CPA, ohne FIS ohne Frierschutzmittel in

Anwesenheit von  extra-

zellularem Eis. Die Mehrzahl
der Zellen schrumpfte vom
isotonischen Volumen nahe
zum osmotisch inaktiven
Volumen V, (weiRe Quadra-
te). Einige wenige Zellen
(17,9%) schwollen jedoch
nach circa 500 s bis 1200 s an
v,/V,=031 (graue Quadrate), hier FIS
(engl.: freeze-induced swel-
ling) benannt. Das nach
~3700 s bei -60°C erreichte
Zell-Volumen der beiden
0 . . . Kurvenverlaufe unterschied

0 1000 2000 3000 4000 sich signifikant (*,p < 0,05;
t-Test;n = 10-13).

0,2 -

Zeit [s]

KUHLEN Abb. 6.9

1,0 Relatives Zell-Volumen beim
Kihlen mit 1 K/min bis
o 0MMe,SO -60°C mit O M, 1 M und 2 M
@ 1MMe,SO Me,SO in Anwesenheit von
® 2MMe,SO extrazellularem Eis; Mittel-
wertbildung aus n=9-16.
Das Zell-Schrumpfen war mit
1M MeSO starker (graue
Kreise) und mit 2 M Mg5O
geringer (schwarze Kreise),
im Vergleich zur Kontrolle
mit OM MeSO (weil3e
Quadrate) (*p<0,05; t-
Test), vgl. [186].

0,8 -

0 T T T
0 1000 2000 3000 4000

Zeit [s]
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KUHLEN Abb. 6.10
1,0 Relatives Zell-Volumen beim
° Kihlen mit 1 K/min bis
K O O0MEG -60°C mitOM, 1Mund 2 M

e EG in Anwesenheit von
extrazellularem Eis; Mittel-
wertbildung aus n=10-17.
Extremes  Zell-Schrumpfen
fand mit 1 M EG statt (graue
Kreise), im Vergleich mit
2M EG (schwarze Kreise)
und der Kontrolle mit O M
EG (weil3e Quadrate)
(*, p<0,05; t-Test), vgl.
[186].

relatives Volumen [-]

0 1000 2000 3000 4000

Zeit [s]
Experimente zur Haufigkeitsverteilung des Zell-Makns von HPMEC-Zellen wurden am

Coulter Counter durchgefuhrt, um den Einfluss degrschutzmittelkonzentration bei Raum-
temperatur zu bestimmen. Abb. 6.24igt die Haufigkeitsverteilung des Zell-Volumeren
HPMEC-Zellen im Kulturmedium unter isotonischen Beggingen in Abwesenheit von Frier-
schutzmitteln in einer einfach logarithmischen Bellgng. Eine GaulRsche Regression der
gemittelten Zell-Volumen-Messwerte € 3) ergab einen Bestimmtheitsgrad Ven= 0,90.
Die meisten Zellen besalRen ein Volumen von 2108 pach Gleichung 5.1 ergibt sich unter
der Annahme einer sphéarischen Zell-Geometrie ebenéane gaulRformige Haufigkeits-
verteilung der aktiven Zelloberflach& Mit anderen Worten bedeutet dies, dass der in
Gleichung 3.26 bis Gleichung 3.28 genutzte konstaiert fur die Zelloberflacha nicht fur
alle Zellen einer Zellpopulation gilt. Die Haufigksverteilung des Zell-Volumens nach der
Kryokonservierung ist in Abb. 6.1@nter Nutzung von 0 M, 1 M und 2 M M&®O dargestellt
(n=3). Daraus ist ersichtlich, dass die Mittelwertkes Zell-Volumens nach dem
Kryokonservierungsvorgang im Vergleich zu den Mittrten des Zell-Volumens vor dem
Kryokonservierungsvorgang (vgl. Abb. 6)1Yerringert wurden. Da zur Erstellung von
Abb. 6.12.bei jeder Messung eine konstante Zellzahl von@DRartikeln untersucht wurde,
ist von einem konstanten Integralwert jeder Kurvaszagehen. Die Kurve ohne
Frierschutzmittel (weil3e Quadrate, 0 M#8©, kryo) zeigt, dass einige Zellfragmente

entstanden sind, was durch eine ErhOhung der ZslkWen-Haufigkeitsverteilulng im
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Bereich von ~200 bis ~1000 frau erkennen ist. Wahrend mit 2 M MO nur eine geringe
Anzahl an Zellfragmenten bei ~600 fientstanden ist (schwarze Kreise), ist bei 1 3@

die Anzahl der Zell-Fragmente am geringsten (giaagse).

100

80

60

Anzahl [-]

40

20

800

Anzahl [-]

°  mit isotonem Medium
Gauflsche Regression

200 1000 2000 10000

Zell-Volumen [um3]

o 0MMe,SO, kryo
o 1 MMe,SO, kryo
® 2 M Me,SO, kryo

200 1000 2000

Zell-Volumen [ ;,Lm3]

Abb. 6.11
Haufigkeitsverteilung des
Zell-Volumens von HPMEC-
Zellen ohne Frierschutzmittel
in isotonem Kulturmedium
bestimmt mittels Coulter
Counter. Jeder Messpunkt
entspricht dem Mittelwert
von 3 Messungen. Eine
Gaul3sche Regression ergibt
den Bestimmtheitsgrad von
R*=0,90. Das Zell-Volumen
weist einen Mittelwert bei
2321 pm auf.

Abb. 6.12
Haufigkeitsverteilung des
Zell-Volumens von  kryo-
konservierten HPMEC-Zel-
len mit verschiedenen Kon-
zentrationen an Frierschutz-
mittel (OM, 1M, 2M
Me,SO) bestimmt mittels
Coulter Counterr(= 3). Das
Zell-Volumen besitzt Mittel-
werte von 1741 pfhmit 0 M
Me,SO, 1868 prh mit 1 M
Me,SO und 1695 uth mit
2 M Me;SO.
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6.2.3 Totzeit und Post-Thaw Swelling

Nach dem Kiihlen bis -60°C erfolgte das Erwarmen HIBMEC-Zellen unter dem Kryo-
mikroskop mit einer Haltezeit von 10 Minuten beiC4°Das relative Volumen der nach
Abb. 6.8 ohne Frierschutzmittel eingefrorenen Zellen ist Abb. 6.13 wahrend des Er-
warmens dargestellt; Mittelwerte aus= 10-13. Zu Beginn des Erwarmens von -60°C
schwollen die Zellen zunachst leicht an. Nach c#fas schmolz schliel3lich vorhandenes
intrazellulares Eis, gefolgt vom Schmelzen des azeifularen Eises. Wahrend einer
bestimmten Zeitdauer befand sich das relative Veluter Zellen unter diesen Bedingungen
auf einem vorlaufigen Sattigungswev(= 0,34), die hier als Totzdit; definiert wurde. Das
bedeutet, dass wahrend dieser Totzeit kein nacheteds Schrumpfen oder Schwellen des
relativen Zell-Volumens stattfand. Nach der Totzeshwollen die Zellen auf circa das
Doppelte ihres isotonischen Wertes an. Abb. @&t das relative Volumen von HPMEC-
Zellen mit den Frierschutzmitteln 1 M M&O (hellgraue Kreise) und 1 M EG (dunkelgraue
Kreise) und die Kontrolle ohne CPA, ohne FIS (weideadrate); Mittelwerte aus= 10-17.

Im Vergleich zur Kontrolle schwollen die Zellen mirierschutzmitteln langsamer und
blieben mit 1 M EG unterhalb ihres isotonischenwoéns bev = 1 oder erreichten dieses
mit 1 M Me,SO (*, p < 0,05; t-Test).

ERWARMEN Abb. 6.13
2.4 Relatives  Volumen  von
HPMEC-Zellen beim Er-
2,2 A @ ohne CPA, mit FIS warmen mit 100 K/min bis
2.0 - O ohne CPA, ohne FIS 4°C und einer Haltezeit von

10 Minuten in Abwesenheit
181 n=10-13 :'; von Frierschutzmitteln; Mit-
telwertbildung aus = 10-13.
Wahrend einer Totzetty; bei
4°C erfolgte keine Anderung
des relativen Volumens. Die
Totzeit variierte bei den
unterschiedlichen Beding-
ungen und ist hier fur den
Fall ohne CPA, ohne FIS ein-
gezeichnet mit t; =255 s.
Ein graduelles Zell-Schwel-
len folgte auf den circa
doppelten Wert des iso-
tonisch relativen Volumens.

relatives Volumen [-]
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ERWARMEN Abb. 6.14
24 Relatives  Volumen  von
HPMEC-Zellen beim Er-
2,2 - O  ohne CPA, ohne FIS warmen mit 100 K/min bis
2.0 o 1 MMe,SO - 4°C und einer Haltezeit von
© IMEG 10 Minuten, in Anwesenheit
1.8 1 s von Frierschutzmitteln und
=164 n=10-17 der Kontrolle (ohne CPA,
g 14 ohne FIS); Mittelwertbildung
3 ausn = 10-17. Wahrend einer
S 1,2 - Totzeit t; bei 4°C erfolgte
8 104 | keine Anderung des relativen
> y .
b= Volumens. Mit den unter-
© 081 suchten Konzentrationen an
0,6 - permeierenden  Frierschutz-
mitteln wurde das isotonische
0.4 3 Zell-Volumen nicht  ber-
0,2 - schritten (*,p < 0,05; t-Test),
0 ¢ vgl. [186].

6.3 Effekte auf Proteine und Membranen

6.3.1 Denaturierungstemperatur von Proteinen

Fourier-Transform Infrarotspektroskopie-Messungesn VHPMEC-Zell-Pellets mit unter-
schiedlichen Konzentrationen an }#© zeigten eine konzentrationsabhangige Anderung im
Amid-1-Band bei hohen Temperaturen im Bereich v@&iCl bis 90°C._Abb. 6.15tellt die
Ableitung der Flache des Amid-I-Bandes in Abhangiglder Temperatur dar. Mit Zellen
ohne Frierschutzmittel ist der Kurvenverlauf im &eh von circa 40°C bis 80°C positiv
(weil3es Quadrate). Mit 15% MO oder 2,1 M MgSO verschiebt sich der Kurvenverlauf zu
tieferen Temperaturen in den positiven Bereich s circa 30°C bis 70°C (schwarze
Sterne). Es existiert eine von MO konzentrationsabhangige Verschiebung der Kuwe z
tieferen Temperaturen. Diese Anderung im Amid-l-8amurde auf einen Anstieg einer

Warme-induzierten Denaturierung von zellularen éirngn von den-Helix zum B-Faltblatt
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zurtckgefuhrt [28], [183]. Daraus folgt, dass J4© die Denaturierungstemperatur

konzentrationsabhangig verringerte.

50 Abb. 6.15

0% Me,SO Anderung der Denaturierung
von zellularen Proteinen in
Abhangigkeit von der Tem-
peratur. Mit  steigender
Me,SO-Konzentration (0%
Me,SO, weil3e Quadrate bis
15% MeSO, schwarze
Sterne) sinkt die Denaturie-
rungstemperatur, bei der eine
Protein-Konformationsande-
rung von dem-Helix zum 3-
Faltblatt  stattfindet, vgl.
[183].

5% Me,SO
10% Me,SO
15% Me,SO

40 -

*» & 0 O

20 -

dA/dT [rel. Einheit]

10 A

o-Helix [-Faltblatt
= 1 O T T T
20 40 60 80 100

Temperatur [°C]

6.3.2 Zellmembranen bei Temperaturen von 10°C ®i€9

Die Analyse des Infrarotspektrums im Lipid-Band Wééllenzahlen von ~2850 chzeigte
eine Abhangigkeit derCH,-Position von der Temperatur und Frierschutzmitieltentration.
Aufgrund einer thermotrophen Anderung der Membrasark die Wellenzahl im Lipid-Band
bei einer gegebenen Frierschutzmittelkonzentraben tieferen Temperaturen. Abb. 6.16
zeigt, dass die Wellenzahl im Lipid-Band unter Numg von MeSO-Konzentrationen
zwischen 0% und 10% mit steigender Konzentrationksdm Gegensatz dazu zeigt
Abb. 6.17 dass bei einer hoheren Konzentration von 15%MbB#enzahl im Lipid-Band mit
steigender Konzentration anstieg. Hier wird deshailie limitierende Frierschutzmittel-
konzentratiorCiimit definiert, bei der die Wellenzahl im Lipid-Bandi lgegebener Temperatur
nicht weiter sinkt und unter diesen Bedingungen \d&rt Cjinit = 10 VOIl.-% Ciimit = 1,4 M)

annimmt. Wahrend bei 80°C gleiche Wellenzahlenigtewurden, wurde bei 10°C eine
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maximale Wellenzahl-Differenz von 0,44 ¢mewischen 0% und 10% M8O erreicht
(Abb. 6.16 Abb. 6.17.

6.3.3 Zellmembranen bei Temperaturen von 10°C4&8C

Bei tieferen Temperaturen, unterhalb der jeweiligemperaturen des Gleichgewichtsfrier-
punkts der Proben, setzten sich die thermotrophetefungen der Membranen ohne Nuk-
leation auch im unterkihlten Zustand fort. DurcheeNukleation konnte zuséatzlich eine
lyotrophe Anderung der Membranen, insbesondere hiodien Nukleationstemperaturen,
erfolgen. Wahrend der Temperaturerniedrigung debé&h erfolgte bei der Nukleation in
Anwesenheit von Frierschutzmitteln (MEO oder EG) aufgrund einer lyotrophen Membran-
anderung eine zusatzliche Verschiebung \@éH,-Position zu niedrigeren Werten. In Ab-
wesenheit von Frierschutzmitteln hatte die spontdnkleation keinen zusatzlichen Einfluss
auf die vCHy-Position._Abb. 6.1&eigt, dass die Wellenzahl im Lipid-Band unter 2Nurig
von MeSO-Konzentrationen zwischen 0% und 5% mit steigei@azentration sank. Man
beachte, dass durch eine Mittelung der MesskurirenNukleation nicht mehr ersichtlich ist.
Aus diesem Grund sind in den Abb. 6.2bb. 6.20 Abb. 6.21und _Abb. 6.22%eprasentative
Einzelmessungen dargestellt. In Abb. 6viied eine Mittelwertbildung der Kurvem(E 5-7)

gezeigt, um den signifikanten Unterschied der Karza verdeutlichen. Im Gegensatz dazu
ist in Abb. 6.20dargestellt, dass bei einer héheren Konzentratimm 10% bis 15% die
Wellenzahlen im Lipid-Band mit steigender Konzetitna wieder ansteigen. Beim Kihlen
von HPMEC-Zellen mit MgO von 10°C bis -45°C war die limitierende Frier-
schutzmittelkonzentrationCiimit = 5 Vol.-%  Cimit = 0,7 M). Es wurde eine maximale
Wellenzahl-Differenz von 1,01 ¢hzwischen 0% und 5% M8O erreicht (Abb. 6.18
Abb. 6.19. Zu den Diagrammen in_Abb. 6.18nd _Abb. 6.20 mit Me,SO wurden
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2853,5
2853,0
g
Q
= 2852,5 4
T
&)
>
o 0% Me,SO
2852,0 1 o 5% Me,SO
o © 7.5% Me,SO
& &  10% Me,SO
2851,5 T T T T
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Temperatur [°C]

Abb. 6.16

Abhangigkeit der VCH,-
Position von der Tem-
peratur von 10°C bis 90°C
von HPMEC-Zellen mit
unterschiedlichen Konzen-
trationen an MgsO mit 0%
(weil3e Quadrate), 5% (hell-
graue Kreise), 7,5% (dun-
kelgraue Kreise) und 10%
(dunkelgraue Rauten).

vergleichbare FTIR-Ergebnisse mit EG bei Tempeestuvon 10°C bis -45°C erstellt.

Abb. 6.21zeigt, dass die Wellenzahl im Lipid-Band unter Nutg von EG-Konzentrationen

zwischen 0 M und 1 M mit steigender Konzentratianks Bei hoheren EG-Konzentrationen
von 1,5 M und 2 M EG hingegen stieg die WellenzahLipid-Band wieder (Abb. 6.22Die

limitierende Frierschutzmittelkonzentration betrdgmit Cimit =1 M. Beim Gefrieren von

HPMEC-Zellen mit EG bei Temperaturen von 10°C b#&°C wurde eine maximale
Wellenzahl-Differenz von 1,33 ¢ zwischen OM und 1M EG erreicht (Abb. 6,21

Abb. 6.22.
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Abb. 6.17

Abhangigkeit der VCH,-
Position von der Tempera-
tur von 10°C bis 90°C von
HPMEC-Zellen mit unter-
schiedlichen Konzentra-
tionen an MegSO mit 10%
(dunkelgraue Rauten) und
15% (schwarze Sterne).

Abb. 6.18

Abhangigkeit der VCH,-

Position von der Tempe-
ratur von 10°C bis -45°C
von HPMEC-Zellen mit
unterschiedlichen Konzen-
trationen an MgsO mit 0%

(weille Quadrate), 2,5%
(weil3e Kreise) und 5%
(hellgraue Kreise).
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Abb. 6.19

Abhangigkeit dewCH,-Po-

sition von der Temperatur
von ~10°C bis -45°C von
HPMEC-Zellen mit 0%

(weil3e Quadrate) und 5%
(hellgraue Kreise). Durch
die Mittelwertbildung von

n=5-7 ist ein Knick in den
Kurvenverlaufen bei der
Nukleationstemperatt

nicht mehr erkennbar
(*, p<0,0001; t-Test).

Abb. 6.20

Abhangigkeit dewCH,-Po-
sition von der Temperatur
von 10°C bis -45°C von
HPMEC-Zellen mit unter-
schiedlichen Konzentra-
tionen an MeSO mit 5%
(hellgraue Kreise), 10%
(dunkelgraue Rauten), 15%
(schwarze Sterne), 20%
(dinne Kreuze) und 25%
(dicke Kreuze).
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6.4 Effekte auf die Uberlebensrate

HPMEC-Zellen, die unter dem Kryomikroskop mit 5% 488 kontrolliert im Temperatur-

bereich von -12°C bis -2°C nukleiert und mit eikéthlrate von 5 K/min eingefroren wurden,
zeigten nach dem Auftauen eine Abhangigkeit inr&erllébensrate von der Nukleations-
temperatur. Die Uberlebensrate wurde dabei mitrétheoreszenzfarbung bestimmt (vgl. An-
hang, Abschnitt 10.4). Abb. 6.23eigt, dass kryokonservierte HPMEC-Zellen mit hohe
Nukleationstemperaturen von -2°C bis -4°C hohetikedaUberlebensraten von 90% er-

reichten ( = 4-7).
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Abb. 6.23  Die Abhéangigkeit der relativen Uberlebensrate vmmanen Endothelzellen
(HPMEC) von der Nukleationstemperatur mit 0% und [8#%SO. Die Proben
wurden unter dem Kryomikroskop kryokonserviert waischlieRend mittels
Fluoreszenzfarbung auf relative UberlebensratestgteEin Maximum der
relativen Uberlebensrate wurde bei hohen Nukleat@mperaturen von -2° bis
-4°C erreicht,f = 4-7).

Bei tieferen Nukleationstemperaturen von -12°C \ard dagegen nur relative

Uberlebensraten von 74% bestimmt.
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Die im automatischen Einfriergerdt CM2000 gekuhltend mittels des Frierblocks
nukleierten HPMEC-Zellsuspensionen wurden nach derftauen auf die Integritat ihrer
Membran getestet (vgl. Anhang, Abschnitt 10.4). AAlsb. 6.24 ist ersichtlich, dass die
Kontrolle mit 0% MeSO nur geringe Membran-Integritaten von ~55%Thef -6°C lieferte.
Mit 2,5% MeSO wurde ein Maximum der Membran-Integritat von %Q0ei T, = -6°C
erzielt und mit 5% Mg£O wurde ein Membran-Integritats-Maximum von ~90%i b
T, =-12°C erreichtr{ = 24). Bei niedrigen Nukleationstemperaturen wordee gemessenen
Membran-Integritditen bei den untersuchten Frierzehiftelkonzentrationen geringer.
Aullerdem sind die Fehlerbalken der Ordinate auffyreimer spontanen Nukleations-
temperatur vergrof3ert (Abb. 6)24araus folgt, das ahnlich hohe Membran-Intetgréa/on
~90% bei hohen Nukleationstemperaturen unter Vgerung der  Frier-

schutzmittelkonzentration an M&O erzielt wurden.
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Abb. 6.24 Die Abhangigkeit der Membran-Integritdt von human&ndothelzellen
(HPMEC) von der Nukleationstemperatun=24: Variiert wurde die
Konzentration an M&O (0%, 2,5%, 5%) bei programmierter Kuhlrate des
Einfriergerates CM2000 von 5 K/min und dem Probémvi@en von 1 mL
Zellsuspension pro Kryorohrchen. Das Diagramm zealgss mit 5% Mg&SO
eine hohe Membran-Integritdit von ~90% bei mittlerBlukleationstem-
peraturen von -12°C erreicht wurde. Aul3erdem wuedee &hnlich hohe
Membran-Integritat bei hoheren Nukleationstempeesiwinter Verringerung
der Frierschutzmittelkonzentration von 2,5% erzi¢Rrozentangaben in
Vol.-%.
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7 VERLEICH ZWISCHEN THEORIE UND PRAXIS

Warmetransport:

Basierend auf den FEM-Simulationen der erstelltetid®/orks®-Modelle (Abschnitt 4.1)
konnte gezeigt werden, dass beim Kihlen der Probdar FTIR, dem Kryomikroskop sowie
in dem automatischen Einfriergerdt CM2000 die Wahamogen abgefihrt werden konnte.
Die Voraussetzung war hierbei das Kihlen mit nggehii Kihlraten, die bei den gewahlten
Simulationsbedingungen von 1 bis 5 K/min gegeberemaExperimentelle Messungen der
Temperaturverteilung wurden mit einem digitalen fin@emeter (Fluke 53 Il, T-Typ) an der
FTIR, am Kryomikroskop und am automatischen Einfigeat durchgefihrt, die die
Simulationen hinsichtlich der homogenen Warmeab#ainr den Proben bestatigten.

Einen wesentlichen Einfluss auf die Warmeabfuhelgpihierbei die Probengeometrie, die
ProbengroRe und die effektive Warmeleitfahigkeit Beoben. In Anbetracht einer homo-
genen Warmeabfuhr wurde im Fall der Kryomikroskopi@s Probenvolumen mit &
dunnschichtig in den Probenhalter (Quarztiegelpeindgen. GrolRere Probenvolumina, wie
in der FTIR (15uL) und in dem automatischen Einfriergeréat (1 mL péoyoréhrchen),
besitzen nach Heschel [77] innerhalb der Probe nmdgene Temperaturverlaufe. In den
FEM-Simulationen wurde Wasser als Probenmateriabden Nukleationstemperatur bei -5°C
definiert. Diese Definition stellte eine Naherurgy dealen Verhaltnisse dar, da Zellen bis zu
85% anteilig aus Wasser bestehen [66]. In den duechgefihrten experimentellen Unter-
suchungen wurden Ublicherweise HPMEC-Zellsuspersiaimd Zellpellets untersucht. Zu
Fehlerabschatzung der Naherung der Simulationedemuvergleichende FTIR-Experimente
an CPA-L6sungen mit und ohne Zellen durchgefiihrthi@g, Abb. 101 Diese zeigten eine
verringerte Kristallisationskinetik bei niedrigerefelldichten und hoheren CPA-Kon-

zentrationen (vgl. Abschnitt 6.1.1).

Stofftransport:

Das osmotische Dehydrierungs-Verhalten des HPMB@ErAdells wurde in dieser Arbeit
sowohl durch Matla®Simulationen des Wassertransportmodells als atitfelsnverschie-

denen experimentellen Methoden untersucht. In dewl8tionen wurde vom osmotischen
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Verhalten einer reprasentativen Zelle ausgegangenhfolgt damit einer gangigen Heran-
gehensweise [43], [75], [216]. Die experimentellengebnisse des Zell-Volumens zeigen je-
doch starke Variationen im Zell-Volumen wahrendeeitCoulter Counter-Messung (vgl.
Abschnitt 6.2.2) bei Raumtemperatur und bei demikikroskopischen Untersuchungen bei
tieferen Temperaturen. Zusatzlich ist nach Porstled. bekannt, dass auch Variationen der
hydraulischen Konduktivitat von Zellen innerhalberi Charge bestehen [161].

Tab. 7.1 stellt simulierte und experimentell ermittelte &bogisse der Volumina von HPMEC-
Zellen unter verschiedenen Konzentrationen (0 M) ind 2 M) an Dimethylsulfoxid und
Ethylenglycol zusammen. Danach liegt das experieteatmittelte, osmotisch inaktive Zell-
Volumen V,/Vo immer unterhalb der simulierten Zell-Volumewi/\, bei -60°C. Die
kryomikroskopischen Ergebnisse der Zellvoluminasegibei mittleren Konzentrationen eine
starke Abweichung gegenitber den simulierten Zeliviha auf, bei 1 M M&O 23,7%
anstatt 40,2% und bei 1 M EG 6,6% anstatt 42,5%.

Tab. 7.1 Vergleich der HPMEC-Zellvolumina bei unterschietlen Konzentrationen an
Dimethylsulfoxid (MeSO) und Ethylenglycol (EG): Die Coulter Counter-
Messungen lieferten das osmotisch inaktive Zellevoén V,/Vy bei RT
(Anhang 10.3.1). Ebenfalls aufgelistet sind die ébmjsse der Matlab
Simulationen (Abschnitt 4.2.3) und der kryomikrogischen Untersuchungen
(Abschnitt 6.2.2) mit dem relativen Zell-Volum&\, bei -60°C = 4-6).

Frierschutzmittel (CPA) | Coulter Counter Simulation Kryomikroskopie
Vp/Vo bei RT VIV, bei -60°C VIV, bei -60°C
[%] [%] [%0]

ohne CPA (Kontrolle) 33,9 (31,0 35,6 34,1

1 M Me;SO 38,5 40,2 23,7

2 M Me,SO 41,1 42,8 47,9

1MEG 40,8 42,5 6,6

2MEG 46,0 47,7 27,1

Ohne Frierschutzmittel besal3en die simulieNgn)-Kurvenverlaufe (Abb. 4)7eine anfang-
liche Steigung von 0,002'sund hatten die gleiche GréRenordnung wie die ajiitire
Steigung der experimentell&f{t)-Kurven von 0,009 (vgl. Abb. 6.8.

®> Im Vergleich zu den Ergebnissen mit Kulturmediumrde unter Verwendung von PBS niedrigere Werte fiir
das osmotisch inaktive Zell-VolumenV/(Vo= 31,0%) mittels der Coulter Counter-Technik etetit (vgl.
Anhang, Abb. 104
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Bei den experimentellen Untersuchungen mit Friarsghitteln hing der Verlauf der Zell-
Schrumpfung nach der Nukleation entscheidend von Kienzentration an Membran-
permeierenden Frierschutzmitteln wie Dimethylsulfioxind Ethylenglycol ab. Die experi-
mentell gefundenen Effekte dieser Frierschutzmitted das Zell-Schrumpfen kénnen wie
folgt erklart werden (vgl. Abb. 6)9Bei hohen Temperaturen, im Bereich oberhalb ciore
-15°C, schrumpften Zellen ohne Frierschutzmittehd&ahst stark, wéhrend mit hoheren
anfanglichen Frierschutzmittelkonzentrationen destchrumpfen geringer ausfallt. Bei
hoheren anfanglichen Frierschutzmittelkonzentraionvar bei gegebener Temperatur der
Anteil an Eis geringer. Somit existierte ein hohehateil an Schmelze, die die Zelle ver-
lassen konnte. Bei tieferen Temperaturen unterhatbcirca -15°C dominierte der Einfluss
der temperaturabhangigen hydraulischen Membran-tkingtat L, (Gleichung 3.29) mali3-
geblich den Schrumpfungsprozess. Da die Mdt@imulationen unter Nutzung des Wasser-
transportmodells nach Karlsson [91] die experimerdewonnenen osmotischen Effekte
zunachst nicht wiedergaben, wurde das Modell eenteiDas Implementieren der Tem-
peraturabhéngigkeit der Latentwarme nach Douglerdy. [48] (Gleichung 4.2) in das
Modell zeigte nur geringe Auswirkungen auf das assobhe Verhalten. Jedoch lieferten
Boyle Van't Hoff-Diagramme unter Konstanthaltungs deaktorsR osmotisch inaktive
VoluminaV,, die abhangig von der Frierschutzmittelkonzerdratvaren (vgl. Tab. 7)1Die
aus den Boyle Van't Hoff-Diagrammen bestimmten atar konnten die Matlab
Simulationen verbessern. Abb. ®drdeutlicht den Vergleich zwischen der WTM-Sintiga

und den experimentellen kryomikroskopischen Ergetem.

Abb. 7.1

Prinzipielle Darstellung
—_— WTM der Simulationsergeb-
=== Experiment nisse mit dem Wasser-

transportmodell (WTM)
[43] nach _Abb. 4.7im
Vergleich zu den ex-
perimentellen Ergebnis-
sen am Kryomikroskop
(Experiment), vgl._Abb.
6.9 und Abb. 6.10 Im
Seel Experiment wurden ge-

Rk TV ringere relative Zell-
Volumen bei mittleren
initialen  Frierschutz-
Zeit t [min] —» mittel-Konzentrationen
im Bereich von 1 M er-
mittelt.

relatives Zell-Volumen V/V, [%] —»
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8 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

8.1 Zell-Dehydrierung

Fur die Forschung im Bereich der Kryokonservieruran Zellen ist eine strategische
Vorgehensweise mit theoretischen und experimentdllatersuchungen wichtig. Dies liegt
zum einen darin begrundet, dass unterschiedlictiey@en unterschiedliche optimale Frier-
Bedingungen zur Erlangung einer optimalen Uberlstsa nach der Kryokonservierung
bendtigen [132], [135] und es daher kein allgemditges Frierprotokoll gibt. Zum anderen
mussten alle notigen Parameter wie Kihlrate, Hezraagerungstemperatur, Nukleations-
temperatur, Haltezeit, Frierschutzmittelkonzentrati Temperaturverteilung sowie der Zell-
zyklus und die Zellzahl in der Probe in ausgedehrarameterstudien unabhangig von
einander variiert und auf Uberlebensrate und Fonklitat tberprift werden. Dies wiirde zu
einem erheblichen experimentellen Aufwand fiihreas Aer Literatur sind nur wenige Para-
meterstudien der Kryokonservierung bekannt, in danehrere Parameter, darunter die Kuhl-
rate und die Frierschutzmittelkonzentration, variveurden [149], [24], [27]. Deswegen sind
in vielen verdffentlichten Studien bei gegebenemiltye die Informationen Uber ein
optimales Frierprotokoll aufgrund fehlender Pararsttidien nicht vorhanden. Aus diesem
Grund wurde in jenen Studien vermutlich an nichtiroplen Frierprotokollen geforscht. Im
Gegensatz dazu waren zu Beginn dieser Arbeit dienafen Frierprotokolle von humanen
Endothelzellen (HPMEC) bereits bekannt, wobei dasirdum der Uberlebensrate mit einer
Me,SO-Frierschutzmittelkonzentration von 5 Vol.-% (MY bei einer Kihlrate von 5 K/min
liegt [80].

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit wird die erstepdttyese aufgestellt, dass bei der
Kryokonservierung von Zellen unter optimalen Parmmenstellungen die Zellen extrem de-
hydrieren und dabei hohe Zell-Uberlebensraten avesi. Hierzu veranschaulicht Abb. 8nl
einem schematischen Modell das Dehydrieren einée Zei -30°C unter verschiedenen
Me,SO-Konzentrationen mit 0 M (a), ~1 M (b) und ~3 &). (Ohne Frierschutzmittel ist das
Zell-Volumen relativ grof3 und die Zellmembran bteiblativ hydriert (FIissig-Phase). Im
Vergleich zu den Bedingungen ohne Frierschutzmgtrumpft die Zelle mit mittleren
Konzentrationen an Frierschutzmitteln starker b&imfrieren, die Dehydratation der Mem-

bran ist ausgepragter (Gel-Phase) und es kommtPpuenbildung (b). Bei sehr hohen

® Es wird angenommen, dass Zellen wahrend der Knawierung beim Kihlen unterhalb von —30°C nur
geringe Volumenanderung erfahren, (vgl. Abb)6.9
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Konzentrationen an Frierschutzmitteln ist das X@lumen vergroRert und die Membran
wirkt aufgrund einer Desintegration einzelner Pladipide nicht mehr als Barriere zwischen

Intra- und Extrazellularraum und die Porenbildustgsiérker ausgepragt (c).
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Abb. 8.1 Schematisches Modell von Zellen mit verschiedek@mzentrationen an
Me,SO bei -30°C: Zellmembran ohne MO (a), mit mittleren MgO-
Konzentrationen von ungefahr 1 M B8O (b) und mit sehr hohen KMgO-
Konzentrationen (c); nach Spindler et al. [185].

Unterstitzt wird diese Hypothese von mehreren ¥endfchten Studien: Im ternaren System
DPPC-MeSO-H,O wurde mit Hilfe der Roéntgenbeugung, der NeutreKennwinkel-
streuung und der DSC gezeigt, dass32 den intermembranen Raum dehydriert [98]. Auf
isolierte synaptische Plasmamembranen wirkten Kanagonen von 4 bis 10 Vol.-% M8O
verdichtend [141]. An wassrigen Losungen mit DPR@Eomen wurden DSC-Untersuch-
ungen durchgefihrt, in denen gezeigt werden korddss an die polaren Kopfgruppen der
Phospholipide gebundenes Wasser gefrieren kann \&idh der Sandborn-Theorie, die sich
auf elektronenmikroskopische Untersuchungen stkitetimt es in der Zellmembran aufgrund
von MeSO zur Porenbildung und schlie3lich zu einer werteéverteilung von Mg5O in das
Zytoplasma [97].

Bisherige theoretische Simulationen des zeitlicBelirVolumens beim EinfriereN(t) haben
die Effekte bei mittleren CPA-Konzentrationen niamitberticksichtigt. Pegg et al. be-
rechneten das zeitliche Volum#f(t) von kornealen Endothelzellen wahrend des Eirgnisr
mit Me,SO-Konzentrationen zwischen 0 und 2 M. Danach simlanfangliche Steigung von
V(t) bei héheren Mg&SO Konzentrationen, was mit den experimentelleneBmngssen aus

Kapitel 6 Ubereinstimmt (vgl. Abb. §.9Jedoch war das Endvolumen, das die Zellen bei
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tiefen Temperaturen erreichten, mit hoheren,3@ Konzentrationen héher [150]. Die
existierenden theoretischen Modelle sind hochek®lid42], [91], kdbnnen aber bisher nicht
das extreme Schrumpfen bei mittleren Frierschutetkdnzentrationen beschreiben.

Weitere Anhaltspunkte, die die Hypothese unterstijttiefern theoretische Untersuchungen
verschiedener Forschergruppen: Mittels molekula&@mulation wurde der molekulare
Mechanismus von M&80O auf Zellmembranen beschrieben, inklusive deduBij von Poren
bei mittleren MgSO Konzentrationen [145] und drei konzentrationsalgigen Wirk-
mechanismen zwischen 0 und 40%,8@: Diese Simulationen wurden im DPPCJ9©-
H,O-System durchgeftihrt und konnten zeigen, dassiiedirigen M@SO-Konzentrationen
eine laterale Expansion und Verringerung der Memidecke erfolgt, bei mittleren M&O-
Konzentrationen die Membran-Dicke weiter abnimmd es zur Porenbildung in Membranen
kommt und bei hohen Konzentrationen die Membrarmestdrt werden [68].

Eine wesentliche Erkenntnis der Ergebnisse ists dmse extreme zellulare Dehydrierung
beim Einfrieren mit optimaler Kihlrate und optimal€PA-Konzentration mit einer
maximalen Uberlebensrate verbunden ist. Dies st@bht im Widerspruch zu den
Ergebnissen von Mazur etal. [132], [135], die dearameter Kuhlrate variierten und
schlussfolgerten, dass mittlere Kuhlraten bei meéfdidpehydrierung zur maximalen
Uberlebensrate fiihren. Abb. 8sRizziert in einem dreidimensionalen Diagramm digpo-
thetische Abhangigkeit der Uberlebensrate von ddihitate und der Frierschutz-
mittelkonzentration basierend auf den Ergebnissesed Arbeit [182], [186], und kombiniert
mit anerkannter Literatur [132], [118]. Das Maximuder Uberlebensrate ist in diesem
Diagramm vereinfacht als Scheitelpunkt einer Fladaegestellt, die von durchgezogenen
Linien umrandet ist. Die durch punktierte Linierfgaspannte Flache zeigt die von der Frier-
schutzmittelkonzentration unabhangigen Verhéltnigsee Erhohung der Uberlebensrate um
b erfolgt bei mittleren CPA-Konzentrationen und eMerbreiterung des Bereicliserfolgt
bei htheren CPA-Konzentrationen. Die Krimmung déche kann durch die Uberlagerung
von Schadigungsmechanismen beschrieben werden,didieUberlebensrate verringern:
Schadigungen treten bei niedrigen Kuhlraten aufgron Losungseffekter§sung auf und
bei hohen Kuhlraten durch intrazellular verbleibemdWasser, das im Laufe des
Kryokonsevierungsvorganges, des Kihlens oder deérrens, gefriertliF). Wahrend ohne
Frierschutzmittel die Wirkung der Kélte auf die Wiebensrate diskutiert wurde [193], [49]

(Kalte), wirken hohere CPA-Konzentationen zell-toxiscBIJL(Toxizita).
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Abb. 8.3 zeigt ein schematisches Modell des osmotischemalens, zellularen Volumens
und intrazellularer Eiskristalle, in Abhéngigkeibrv der membran-permierenden CPA-Kon-

zentration und der Kihlrate.

>

Kdlte

Uberlebensrate S [%]

Kiihlrate B [K/min]
>
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Abb. 8.2 Schematische Darstellung der Abhangigkeit der lébensrate von der
KlUhlrate und der Membran-permeierenden Frierschittizikonzentration
(nicht-malR3stabsgetreu). Ohne Frierschutzmittelbérgjich der durchgezogene
zweidimensionale Kurvenverlauf entsprechend deral&d¥-Hypothese von
Mazur et al. [132], vgl. Abschnitt 3.2.3. Durch ZAlog eines Frierschutzmittels
verbreitert sich der Bereiclh mit hohen Uberlebensraten [118], (lineare
Naherung). Mittlere Frierschutzmittelkonzentratiorerhohen die Uberlebens-
rate umb und ein Maximum der Uberlebensrate wird erreid82], [186].
Ebenfalls dargestellt sind punktierte Kurvenverudie einen von der Frier-
schutzmittelkonzentration unabhangigen Kurvenvérldarstellen. Folgende
Schadigungsmechanismen reduzieren dabei die Ulededte: Losungs-
effekte (engl.: solution effects), intrazellularésiistallbildung (IF), Kéalte-
Einwirkung (engl.: chilling injuries) und CPA-Toxtat.

Das Modell ergibt sich durch eine Zusammenfuhruog Vorschungsergebnissen dieser

Arbeit mit denen anderer Forscher:

* Bei hoéheren Kuhlraten schrumpfen Zellen tendengelinger [91], [133]
* Bei mittleren Kuhlraten und CPA-Konzentrationenrschpfen Zellen extrem [185]

* Hohe Kihlraten fuhren zur intrazellularen Eiskdisitddung (IIF) [132], [135]
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* Die Anwesenheit von Membran-permeierede CPA erld@dVahrscheinlichkeit fur
eine intrazellulare Eiskristallbildung (lIF) [4956]

* Hohere Kuhlraten fihren zu kleineren Eiskristali@m Einfrieren [155]

* Intrazellulares Eis kann bei niedrigen Kuhlratechtischadigend sein [66]

* Bei der optimalen Kihlrate ist die Wahrscheinlidhkegir eine intrazellulare Eis-
kristallbildung 50% [198]

« Membran-permeierede CPA verhindern Losungseffé&@g [

* In Abwesenheit von CPA werden Zellen durch Kéltealidigt [66]

Toxizitdt Toxizitdt Toxizitdt Toxizitat
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Abb. 8.3 Schematisches Modell des osmotischen VerhaltenZetien in Abhangigkeit
von der CPA-Konzentration und der Kihlrate bei €@0Schematisch dar-
gestellt sind Zellen mit unterschiedlichen Volum@reise) und mit unter-
schiedlichen grof3en mittleren intrazellularen Hihkilen. AuRerdem sind die
jeweiligen Schadigungsmechanismen eingetragen:ettiwirkung Kalte),
Losungseffekte L(Gsung, intrazellulare EiskristallbildungllF) sowie die
CPA-Toxizitat [Toxizitat; Grauverlauf. Das Modell veranschaulicht, dass bei
mittleren CPA-Konzentrationen und mittleren Kihdrat Zellen in
Abwesenheit von intrazellularem Eis extrem schriemptind dabei keine
Schadigungsmechanismen vorliegen. Anmerkung: DasleMailt nur fur
Membran-permeierende Frierschutzmittel.
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Eine Erklarung, warum es nach Abb. &8i extremer Dehydrierung bei mittleren Frier-
schutzmittelkonzentrationen zu einer geringen Whkwon Losungseffekten (engl.: solution
effects) kommt, kann wie folgt beschrieben werd€bwohl Lésungseffekte in der
Kryokonservierung bisher relativ unverstanden d&@], [70], ist bekannt, dass sie kon-
zentrations-, zeit- und temperaturabhangig sind7J[1Zwar wird eine starkere zellulare
Dehydrierung eine starkere Aufkonzentration vonz&al hervorrufen, jedoch wird eine
geringere Einwirkzeit von Salzen bei hoheren Kiibltadem Schadigungsmechanismus

entgegen wirken.

8.2 Extrazellulare Eiskristallbildung

Beim Einfrieren von Zellsuspensionen schwankt densane Nukleationstemperatf,
betrachtlich, woraus sich die Notwendigkeit zuriva Kontrolle der Nukleationstemperatur
ergibt, die zu einer konstant hohen Zell-Uberlebatiesfiihren kann. Kryomikroskopische
Untersuchungen an humanen mesenchymalen Stammaetjaben, dass die Nukleations-
temperatur ohne M80O im Bereich von -15,8°C bis -23,5°C und mit 10.\%6 Me,SO von
-21,8°C bis -24,7°C schwankte [64]. Von ahnlich @ohvariationen der spontanen Nuk-
leationstemperatur zwischen -11,5°C und -17,5°Cdeun Studien mit wassrigen HES-
Losungen berichtet [156]. Den Einfluss der Nukleatiemperatur auf die Zell-Uberlebensrate
wurde in einem invertierten U-férmigen Verlauf besedokumentiert (vgl. Abb. 3)9157]
und dieser Verlauf wurde durch die Ergebnisse detetduchungen mit HPMEC-Zellen
bestatigt (vgl. Abb. 6,.3Abb. 6.4 Abb. 6.23 Abb. 6.24und Tab. 6.1 Zusatzlich werden die

Erkenntnisse dadurch erweitert, da die Frierschiftzlkonzentrationen variiert wurden und

deshalb eine Abhangigkeit der maximalen Uberlelzgasron der Nukleationstemperatur und
Frierschutzmittelkonzentration gefunden wurde (Alvsit 6.4.2).

Hieraus folgt die zweite Hypothese, dass durch akéive Kontrolle einer optimalen
Nukleationstemperatur die Frierschutzmittelkonzaidn verringert werden kann. Zu Beginn
dieser Arbeit wurde eine hohe Zell-Uberlebensraiteder optimalen Kihlrate von 5 K/min
und der optimalen Frierschutzmittelkonzentration 886 MeSO erzielt. Durch die Kontrolle
eines zusatzlichen, dritten ProzessparametersNdkleationstemperatur, wurde ebenfalls
eine hohe Zell-Uberlebensrate erzielt. Bij=-5°C konnte allerdings die Frierschutz-

mittelkonzentration auf 2,5% M®8O verringert werden (vgl. Abb. 6.24F0r die Kryo-
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konservierung ist diese Mdoglichkeit der CPA-Redum im Hinblick auf die
konzentrationsabhangigen Effekte von 8@ auf Zellen bedeutsam: Obwohl }8© eine
sehr geringe Toxizitat aufweist [205], [213], isiree differenzierende Wirkung bekannt [65],
[123]. Die Moglichkeit der CPA-Reduktion wird augesem Grund in der Kryokonservierung

von Stammzellen bedeutsam sein.

8.3 Intrazellulare Eiskristallbildung

Eine intrazellulare Eiskristallbildung, die unteznd Kryomikroskop in der Regel durch eine
intrazellulare wandernde Phasenfront und anschigd®eellulare Verdunkelung detektierbar
ist, geschieht bei niedrigen Konzentrationen arerBchutzmitteln als Folge einer extra-
zellularen Eiskristallbildung. Diese Annahme istder Literatur weit verbreitet [66], [176],
[190] und konnte in dieser Arbeit durch kryomikropksche Frier-Untersuchungen mit
HPMEC-Zellen bestatigt werden. Im Gegensatz danm keei sehr hohen Konzentrationen an
Frierschutzmitteln, wie in Vitrifikationslosungerine intrazellulare Eiskristallbildung auch
ohne extrazellulare Eiskristallbildung als Folgaezihomogenen intrazellularen Nukleation
erfolgen [59]. Ebenfalls wurde berichtet, dass aftgétrockneten Eiern der Taufliege
Drosophila melanogasteintrazellulares Eis in Abwesenheit von extrazéitam Eis auftrat
[142]. Da die hier untersuchten CPA-KonzentratiomerBereich von 0 M bis 3 M liegen und
entsprechend hohe Nukleationstemperaturen besitzehjer eine homogene intrazellulare
Nukleation auszuschliel3en (vgl. Abschnitt 3.1.2).

Die Ergebnisse der Untersuchungen mit der Hochgéadigkeitskamera_(Abb. 6)diefern
neue Hinweise fir die Validitat des SCN-Models (v@bschnitt 3.2.2). Nach dem SCN-
Modell erfolgt in einer Zellsuspension durch diewdsenheit von extrazellularem Eis eine
Veranderung der Plasmamembran aufgrund von medhems chemischen, thermischen,
elektrischen oder ionischen Effekten, die dann @mmzellulare Nukleation ausldésen [16],
[197]. Der Ort, an dem das extrazellulare Eis easii,in unmittelbarer Nahe" zur Zelle
lokalisiert ist, kann dort die Ursache fur eineraaellulére Eiskristallbildung sein. Die kryo-
mikroskopischen Ergebnisse mit HPMEC-Zellen verliighegn, dass die Eiskristallbildung
immer am Rand einer Zelle beobachtbar waren (vgbkcAnitt 3.1.3). Im Gegensatz wurde
eine zentrale intrazellulare Nukleation mit anselRénder Eiskristallbildung zum Rand einer

Zelle hin nicht beobachtet und eine durch das Velurkatalysierte Nukleation erscheint
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nicht bestéatigt (VCN-Modell). Es ist zu vermutenasd Aaltere Zellen mit instabiler
Plasmamembran oder membran-intakte Zellen vorrangiter dem Winkel a = 180°
intrazellular nukleierten. In diesem Fall stellie @lasmamembran keine permanente Barriere
zwischen intra- und extrazellularem Raum dar untk entrazellulare Nukleation konnte
ungehindert erfolgen.

Ein relativ hoher Anteil an Zellen erfuhr wahrendr cEinfrier- und Auftau-Versuche vor
allem bei optimal gewahlten Prozessparametern beonirollierter Nukleation eine
intrazellulare Eiskristallbildung: Dies wurde an seachymalen Stammzellen mit dem Frier-
schutzmedium BiofreeZevon Freimark et al. [64] und an HPMEC-Zellen ateralkryo-
mikroskopischen Untersuchungen mit 5 K/min und 5%30 bei spontaner Nukleation in
dieser Arbeit festgestellt (vgl. Tab. 6.Abb. 6.7.

Das zentrale Dogma der Kryobiologie, dass einanaftulare Eiskristallbildung per se schad-

lich ist, scheint daher Widerspriche zu beherberdéazur et al. beschrieben, dass beim
Einfrieren von Oozyten der Maus unter Variation #@rlraten zwei verschiedene Arten
intrazellularen Eises entstehen kann: letales Il wicht-letales (engl.: rescuable) IIF.
Hierbei passierten die Oozyten unterhalb des Medkaes der intrazellularen Nukleations-
temperatur die sogenannte Nukleationszone und lengsamen Einfrieren mit ~2 K/min
erreichten sie den nicht-letalen IIF Bereich [6[]33]. Wéahrend Mazur et al. eine feste
Grenz-Temperatur als Beginn der Nukleationszonmigetfen, berechneten Karlsson et al. fur
Hepatozyten diese Grenze der Nukleationszone gmeiveiten Temperaturbereich zwischen
-27°C und -52°C [90]. Diese Berechnungen ergabeass ddie Grenz-Temperatur der
Nukleationzone von der Kuhlrate abhangig ist. Widlat al. verdffentlichten in einem
Diagramm Simulationsergebnisse von humanen Kreleszder Prostata, nach denen es bei
mittleren Nukleationstemperaturen von -6°C zu hobéerlebensraten von 60% fiihrte und
dabei gleichzeitig ein sehr hoher Anteil an intteg&rer Eiskristallbildung bestand [208].
Nach Toner et al. ist die Kuhlrate beim Einfrierem Zellen optimal, wenn 50% der Zellen
eine intrazellulare Eiskristallbildung erfahren ,[1198]. Neuere unveréffentlichte Studien
zweifeln sogar die Schadlichkeit der intrazellutéEgskristallbildung an [84].

Die Ergebnisse der kryomikroskopischen Untersuchongn Zellpellets liefern Hinweise
daruber, dass diese Zellen einen hohen Anteil @azellularem Eis wahrend des Einfrierens
bildeten (Abb. 6.3. und sich aufgrund ihrer hohen Zelldichte und shigeringen extra-
zellularen Wasser-Anteils osmotisch anders verhakliés Zellen in Suspension. Diese
Ergebnisse werden von anderen Forschergruppentigesfius einer Studie mit Hamster-
Fibroblasten folgerten Acker et al., dass die #iinteraktion wahrend des Einfrierens eine
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intrazellulare Eiskristallbildung maf3geblich begiskt. Sie zeigten, dass sowohl das Substrat
von adhérenten Zellen, als auch der Zell-Zell-Kkhtiie Temperatur fur eine intrazellulare
Eiskristallbildung signifikant erhoht [2], [3]. Klabv et al. beschrieben, dass die Zellen in
einer gefrorenen Zellsuspension lUberlebten, daemsolidifizierten Lésung einzeln zwischen
dem Eis eingeschlossen waren [96]. Aus diesem Gisindor der Kryokonservierung der
Arbeitsschritt der Resuspendierung von Zellen ispeasion notwendig [189].

8.4 Einfluss der Untersuchungsmethoden auf dielngse

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisseden mit unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden erforscht und fiihrten zelgei Schlussfolgerungen und somit zur
Bestatigung der ersten Hypothese, dass bei der kingervierung von Zellen unter
optimalen Parametereinstellungen Zellen extrem digénen (vgl. Abschnitt 8.4). Hierbei
hatte die Untersuchungsmethode mittels Kryomikrpgkalen Vorteil, dass die Dehydrierung
an Einzelzellen beobachtbar war (vgl. Abschnitt®.1Die beim Gefrieren durch Eis-
kristallbildung entstehende Inhomogenitat der Pnolbykte sich grundséatzlich stérend auf die
kryomikroskopische Messergebnisse aus, indem sg afitischen Abbildungen durch
Dichteunterschiede und Auf3erfokuslicht verschletiite[182]. Nach Kontroll-Messungen an
~10um grofRen Glas- und Latex-Beads wurde jedoch diesgehhuigkeit qualitativ als
vernachlassigbar eingestuft und deshalb die Bestimgmdes Zell-Volumens ermog-
licht [186]. Mittels der FTIR-Methode wurde das astische Verhalten von ~i@ellen in
einem Zellpellet parallel bestimmt. Eine gute Ktaten zwischen den beiden Messsystemen
wurde durch Studien der Zell-Dehydrierung und demiran-Dehydratation an Fibroblasten
der Maus kurzlich veroffentlicht, wobei hierbei ashen gebundenem Wasser und osmotisch
aktivem Wasser unterschieden wurde [8], [9].

Die Nukleationsexperimente mit HPMEC-Zellen konntemch die Entwicklung eines Frier-
blocks fir das automatische Einfriergerat CM200@ wines Nukleators fir das Kryo-
mikroskops automatisiert und vereinfacht werden. (gpitel 5). Dies erméglichte eine hohe
Anzahl an Wiederholungsmessungen unter verschiadEnier-Bedingungen bei konstanten
Parametereinstellungen [186].
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9 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Zusammenfassung:

Gegenwartig ist die Kryokonservierung die einzigethde, die eine Langzeitlagerung von
Zellen und Geweben ermdglicht und dabei deren Maggie, Funktionalitat und Vitalitat
erhalt. Bei den kryogenen Lagerungstemperaturesedigiologischen Proben kommen unter-
halb der Glasubergangstemperatur vai® Hbei -135°C die Stoffwechselvorgénge praktisch
zum Erliegen und eine Alterung der Proben ist vehmnt@éssigbar. Obwohl die kryogene
Lagerung bereits fur eine Vielzahl von biologischBroben in kleinsten Volumina in
nationalen Kryobanken im klinischen und industeellUmfeld etabliert ist, kbnnen gréf3ere
Probengeometrien im Bereich von Millimetern aufgitwon verschiedenen Schadigungs-
mechanismen bisher nicht erfolgreich kryokonsetwigrden.

Generell dient die Forschung in der Kryokonservigruder Erzielung maximaler Uber-
lebensraten der biologischen Proben nach dem &irfuftau-Vorgang. Dariiber hinaus wird
angestrebt, das zellulare Verhalten wahrend deoktnyservierung vorhersagen zu konnen.
Bei der Verfahrensgestaltung existiert jedoch eiRwihe von Prozessparametern. Dazu
gehodren die Kdihlrate, Heizrate, Lagerungstemperatukleationstemperatur, Haltezeit,
Frierschutzmittelkonzentration, Temperaturvertegllsowie der Zellzyklus und die Zellzahl
in der Probe. Diese Prozessparameter sind vonenaabhdngig und mussen fir den
jeweiligen Zelltyp optimiert sein. Bisher wurdenrnuenige systematische Parameterstudien
an verschiedenen Zelltypen experimentell [24], [3I#9] und theoretisch [43], [91], [163]
durchgefiihit AuRerdem wurde bisher die NukleationtemperatsiPabzessparameter nur in
wenigen Studien bertcksichtigt [157].

Zu Beginn dieser Arbeit war das Optimum der Kiukdrahd der Konzentration an Frier-
schutzmittel des untersuchten Zelltyps, humanerothaiizellen der Lunge (HPMEC-Zellen),
bereits bekannt: Die optimale Kihlrate betrug 5 W/nund die optimale Frierschutz-
mittelkonzentration wurde mit 5 Vol.-% M®8O erreicht [80]. Aufgrund dieser Vorkenntnisse
wurden in dieser Arbeit die kryobiologischen Efiekter HPMEC-Zellen unter dem Einfluss

" Eine Kooperation zwischen vornehmlich experiméntet! theoretisch arbeitenden Kryobiologie-Forseher
gruppen wurden hierfir aufgebaut [40]: Projektarieen Frau L. Heidelberg in Kanada (Prof. J.A.Wid,

Department of Chemical & Materials Engineering, itgcof Engineering, University of Alberta, Canada)
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der Nukleationstemperatur und der KonzentratiorFaarschutzmitteln in der Nahe dieses
Parameter-Optimums erforscht.

Zwei Hypothesen wurden aufgestellt: Erstens, beintden Frierbedingungen schrumpfen
Zellen wahrend der Kryokonservierung extrem und itams, die Konzentration an
Frierschutzmittel kann unter der Kontrolle des Rssparamters Nukleationstemperatur
verringert werden. Fur die Validierung der Hypo#esvurden verschiedene Messverfahren
genutzt. Zunachst wurden die in diesen Methodenutgesn Probengefale auf ihre
Temperaturverteilung wahrend des Gefriervorgangatersucht. Dies ermdoglichte die
Abschatzung, ob die Probengeometrie als Prozesspten Einfluss auf einen spéateren
Vergleich der verschiedenen Untersuchungsarten Harzu wurden Finite-Elemente-
Simulationen mit SolidWorksdurchgefiihrt, die die Temperaturverteilung derbengefaRe
ermittelten und eine homogene Warmeabfuhr von d&éssigen Proben nachwiesen. Damit
konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen Mxseden trotz unterschiedlicher
Probengeometrien verglichen werden konnen.

Fur eine Simulation des osmotischen Verhaltens #WW®MEC-Zellen mittels Matlab
mussten zunachst die grundlegenden osmotischemPi@maermittelt werden. Diese Zell-
Parameter wurden experimentell mit Hilfe eines @ouCounters gemessen. Somit konnte,
nach der Erstellung eines neuen Simulationsmod@lassertransportmodell [42]), das
osmotische Verhalten in Abhéangigkeit verschiedefererschutzmittel-Konzentrationen
berechnet werden. Die Simulations-Ergebnisse stelmenUbereinstimmung mit den
Ergebnissen anderer Forschergruppen [150]. Es gmgtjedoch, dass das gangig genutzte
Wassertransportmodell Limitierungen hinsichtlich r d&enauigkeit beim optimalen
Frierprotokoll aufweist.

Um den Wassertransport von Zellen wahrend der Koge&rvierung unter optimalen
Prozessparametern experimentell zu erforschen, evuwlte Dehydratation der Zell-
Membranen der HPMEC-Zellen untersucht. Hierzu wudde Fourier-Transform Infrarot-
spektroskopie (FTIR) im Infrarotspektrum im,®Band (~2300 ci), im CHy-Band
(~2850 cm') und im Amid-l-Band (~1620 ci) wahrend des Kihlens und Heizens
analysiert. Zusatzlich wurde die Dehydrierung delleh wéhrend des Einfrier-Auftau-
Vorganges, durch die optische Analyse des Zell-Mans und mit Hilfe der
Kryomikroskopie bestimmt. Zur Kontrolle der Nukleatstemperatur wurde eiNukleator
konstruiert, bei dem ein Flussigstickstoff-gekuhlMetallstab mittels einer Schrittmotor-
steuerung bei einer vorgegebenen Nukleationstetypemie mikroskopischen Proben
automatisch nukleieren kann. Die Messergebnissdebdvliethoden, der FTIR sowie der
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Kryomikroskopie zeigen, dass die erste Hypothesal#$ HPMEC-Modell bestatigt werden
konnte: Unter Variation der Konzentration an Frérgzmitteln, mit MeSO und Ethylen-
glycol, war die spektroskopisch ermittelte Dehydtiain von Zell-Membranen am starksten
unter Nutzung von mittleren Frierschutzmittelkorizationen ausgepragt. Dieser kon-
zentrationsabhangige Effekt verstarkte sich in Asemieit von extrazellularem Eis und zu
tieferen Temperaturen hin. Die kryomikroskopiscleh-Volumen Untersuchungen ergaben
bestatigende Ergebnisse, wobei mittlere ;8@ und Ethylenglycol-Konzentrationen zu
einem extremen Schrumpfen der HPMEC-Zellen fuhr8mit konnte zum ersten Mal und
mit unterschiedlichen Messmethoden eindeutig gézeggden, dass Zellen beim Einfrieren
unter optimalen Bedingungen extrem schrumpfen.

Fur die Verifikation der zweiten Hypothese, derdeastellung, ob durch die Kontrolle der
Nukleationstemperatur die Frierschutzmittel-Koneatin verringert werden kann, wurde
ein Frierblock entwickelt. Gekuhlt in einem Einfrierautomatenaetit dieser die Kontrolle
der Nukleationstemperatur von bis zu acht wasdPigden in kommerziellen Kryoréhrchen.
Die Nukleation wird hierbei durch eine sekundérekldation mittels Peltier-Elementen
ausgelost. HPMEC-Zellen wurden mit diesem Frierblaater kontrollierter Variation der
Nukleationstemperatur und Konzentration an Friarsahitteln kryokonserviert und ihre
Uberlebensrate mitttels MembranintegritatstestsC@Ui’) bestimmt. Unter vergleichbaren
Bedingungen wurden parallel Zell-Untersuchungenkagomikroskop durchgefihrt, wobei
die Vitalitat dieser Zellen am Fluoreszenzmikroskomittels Calcein-AM und
Ethidiumhomodimer-Farbung bestimmt wurde. Die Ergeke dieser Untersuchungen
beweisen erstmalig, dass das ubiquitar eingesetatietoxisch wirkende Frierschutzmittel
Me,SO unter Nutzung einer hohen Nukleationstemperafuf5°C) bei gleichen
Uberlebensraten geringer dosiert werden kann: Un¥ariation der Frierschutz-
mittelkonzentration flhrte eine Verringerung der ,B@-Konzentration von 5 Vol.-% auf
2,5Vol.-% unter Erhohung der Nukleationstemperatan -12°C auf -5°C zu einer
vergleichbaren Membran-Integritdt von ~90%. Dartharaus zeigen die Ergebnisse die
Notwendigkeit der Kontrolle der Nukleationstemparatufgrund der sinkenden Uber-
lebensrate bei spontaner Nukleation und tiefen datikdnstemperaturen. Die Kontrolle der
Nukleationstemperatur erhohte grundsatzlich dierlébensrate der HPMEC-Zellen nach der
Kryokonservierung, wobei Membran-Integritatstests @ptimum der Nukleationstemperatur
von -12°C ergaben. Damit decken sich diese Resuitat denen von Petersen [157], der
erstmalig einen parabelférmigen Zusammenhang zerscter Uberlebensrate und der

Nukleationstemperatur nachwies.
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Unter welchen Bedingungen eine intrazellulare Ess&libildung auftritt, wurde insbesondere
in der Nahe des Parameter-Optimums gemessen. Hikafiha die Kryomikroskopie zum
Einsatz, insbesondere wurde hier zuséatzlich einehgeschwindigkeitskamera mit der
Bildwiederholungsrate von 1000 fps eingerichteied®i Ergebnisse zeigten, dass ein Teil der
Zellen (17,9%) in Abwesenheit von membran-permeieenFrierschutzmitteln wahrend des
Einfriervorganges ein Anschwellen durch das sogetearfreeze-induced swelliig(FIS)
erfuhren. Eine Analyse des Einflusses der extralZein Eiskristallfront auf die intrazellulare
Nukleation ergab, dass bei dem Auftreten der ieftaliren Eiskristallbildung eine
Richtungsabhangigkeit baer = 180° von der extrazellularen Eiskristallbildubgstand. An
HPMEC-Zell-Pellets wurde gezeigt, dass diese thuiher intrazelluléarer Eiskristallbildung
unter dem Kryomikroskop eine hohe vergleichbare Memintegritat und Vitalitat nach
einer 24-stiindigen Rekultivierung besal3en [185].

Aufbauend auf anerkannten veroffentlichten Forsgsargebnissen [90], [135], [145] wurde
ein neues Modell entwickelt (vgl. Abb. 8.1Abb. 8.2 und Abb. 8.3 [185] das das
konzentrationsabhangige Verhalten von Zellen w&hrées Einfrierens beschreiben kann.

Hierbei wurden die dabei auftretenden Schadigungsam@smen mitbertcksichtigt.

Ausblick:

Die Suche nach dem optimalen Frierprotokoll fireailmestimmten Zelltyp erscheint im Hin-
blick auf die Vielfalt der zu optimierenden Prozemsmeter aufwandig. Mogliche zukinftige
Strategien zur Findung von optimalen Frierprotakolkénnen naturwissenschaftlich, mathe-
matisch oder empirisch sein: In dieser Arbeit wuardeit den aufgestellten Hypothesen
grundlegende Prinzipien erarbeitet und damit emgemieur- und naturwissenschatftliche
Herangehensweise verfolgt. Denkbar sind auch ztg@énfmathematische Modelle, die
optimale Frierprotokolle durch Simulation ermittddinnen. Erste Forschungsergebnisse zu
solchen Modellen, die auf thermodynamischen Vitatdhungen basieren, sind bereits
veroffentlicht worden [163]. Eine weitere Strategge eine empirische Herangehensweise:
Durch Reihenuntersuchungen von Kombinationen derdasparameter in mikrofluidischen
Aufbauten, wie mit der Microwell Array Zytometrystiein hoher Automatisierungsgrad und
eine Parallelisierung von Messvorgangen maoglich, [[23], [169].

Eine alternative Methode der Kryokonservierung \malogischen Proben besteht in der

Anwendung verschiedener hochdosierter Frierschitizimind Eisblocker mit dem Ziel, die
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Eiskristallbildung durch eine sogenannten Vitrifika komplett zu verhindern. Eines der
Hauptprobleme ist hierbei jedoch die konzentra@bhgingige Toxizitat der eingesetzten
Frierschutzmittel. Durch Kombination von mehreremiigg-konzentrierten Frierschutzmitteln

und durch Einsatz von Toxizitats-Neutralisatorendwdie Gesamt-Toxizitat der hierbei zum
Einsatz kommenden sogenannten Vitrifikationslésarggring gehalten [60]. In der aktuellen
Forschung auf diesem Gebiet wird ein universellgsfiations-Protokoll angestrebt, das fur

alle Zelltypen gleichermal3en anwendbar ist [81].

Diese Strategien zeigen, dass die Kryokonservieaimgunehmend interdisziplindres Gebiet
wird. Nur wenn bei der Kryokonservierung sowehtrinsischoptimale verfahrenstechnische

Bedingungen, als audntrinsisch optimale biologische Bedingungen vorherrschen nkedn

hohe Zell-Uberlebensraten erreicht werden.
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10.1 Erganzende Abbildungen und Tabellen

107

Tab. 10.1: Uberlebensrate von verschiedenen kryokonserviedefitypen mit ent-
sprechenden Angaben Uber das genutzte FrierprétoRobbengefald und
Literaturquellenangaben.

Zelltyp Uberlebensrate Frierprotokoll Probengefald | Literatur

nach Kryokonservierung

humane 89% Ser) 1 K/min to -30°C und |1,5 L Nuc (PC)[110]

Nieren- 5 K/min to -80°C;

Epithelzellen, 5% MeSO;

293T 1-1C Zellen/mL

humane 94% &by 5 bis 10 K/min (2- - [24]

Keratinozyten stufig);

2,5% MeSO;
2-10 Zellen/mL
humane 90% Gaps Monolayer) |3 K/min; - [148],
Keratinozyten 80% Sel, Suspension) |10 Gew.-% HES; [149]
88% e, Monolayer) |2-1¢ Zellen/mL

humane 97% Ger) 1 K/min to -30°C und |0.5 L Durham |[22],

primére 5 K/min to -80°C; (Glas) [23],

Fibroblasen 5% MeSO; [24]

5.1¢ Zellen/mL

humane 50% 2 und 10 K/min (2- - [22]

Adipozyten stufig);

5% MeSO
HelLa-Zellen | 60% 1 K/min; - [22]
5% MeSO

CD34+ 90% Ser) 1 K/min; 4 mm [22],

Zellen T,=-8°C Glasrohrchen | [157]

CD34+ 88% 1 und 5 K/min (2- Kryoréhrchen |[21]

Zellen (92%) stufig); (Hemofreez&-

7,5% MeSO Beutel)
humane 90% 350 K/min; Blutbeutel /  |[22]
Erythorzyten 10% bis 40% HES Rippen-
kontainer

humane 96% 28 K/min; - [22]

Thrombo- 1 M Glyzerin und

zyten 0,28 M D-Glukose

Lymphozyten| 97% 70 K/min; - [22]

10 Vol.-% MeSO
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Abb. 10.1  Flache des pD-Bandes im FTIR-Spektrum in Abhangigkeit von der
Temperatur beim Kihlen mit 1 K/min mit 5% (Kreisefit 25% MeSO
(Kreuze) sowie mit und ohne HMPEC-Zellen. Bei geyedy Frierschutz-
mittelkonzentration erhoht sich in Anwesenheit Vatlen die Kristallisations-
kinetik (vgl. Abb. 6.).

10.2 Probenvorbereitung fir Endothelzellen-Expentae

In dieser Arbeit wurden als Zellmodell humane muaskulare Endothelzellen der Lunge
(human pulmonary microvascular endothelial cell§MEC) der Linie HPMEC-ST1.6R
verwendet. Diese wurden freundlicherweise von PkKofkpatrick zur Verfigung gestellt
[108] und wurden im Institut fur MehrphasenprozesseT75 Zellkulturschalen unter
standardisierten Bedingungen bei 37°C und 5% §€¥il kultiviert. Die Zellen befanden sich
zwischen den Passagen 30 bis 50. Das Kulturmedastad aus DMEM und den Zusatzen
15% FBS, 1% Pen/Strep, Heparin und ECGS (Biocheutschland) und wurde alle 36 bis
72 Stunden ersetzt. Bei einer Konfluenz von 80-9%@%den die Zellen 3 Minuten mit
vorgewarmten Trypsin (0,25 Vol.-%) abgelost und Bdden bei 4°C mit 900 Umdrehungen

pro Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde verfgn und das Zellpellet wurde mit
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500pL bei ~0°C aufgefillt. MgSO stammte von Carl Roth, EG von Sigma und alleegerd
Chemikalien wurden von Biochrom, Deutschland bemodeie Frierschutzmittel wurden
abgewogen und vorgekihltes Kulturmedium wurde hipipettiert, um die Osmolalitat auf
den doppelten Wert des gewinschten Wertes einlarstelon denen schlief3lich 5pQ
tropfenweise auf 50QL Zellsuspension hinzugefugt wurden. Diese Methoeelenied durch
einen graduellen Anstieg der Frierschutzmittelkoizgion bis zur gewinschten Osmolalitat
einen zellularen osmotischen Schock. Die Zellendearweiter fur 10 Minuten bei ~0°C
inkubiert, um eine homogene Verteilung an Friersomitteln in der Probe durch Diffusion
zu erlauben [25]. Alle Kontrollversuche wie Zellehne Frierschutzmittel wurden ebenfalls
far 10 Minuten bei ~0°C inkubiert, um vergleichb&erbedingungen zu erhalten.

10.3 Bestimmung der osmotischen Zell-Parameter

10.3.1 Osmolalitatsmessung von Frierschutzmitteln

Zur Messung der Osmolalitdt von Frierschutzmittéeam der OSMOMAT 030-D von
Gonote€ zum Einsatz. Dieser nutzte die Gefrierpunktsdegivasvon wassrigen Lésungen
und bezog sich auf den Gefrierpunkt destillierteaséérs. Die Omolalitdl einer wassrigen
L6ésung mit Frierschutzmitteln ermittelte sich aesndVerhaltnis der Gefrierpunktsdepression
AT zur kryoskopischen Konstantdf= 1,858 KKkg/osmol. Zur Kalibrierung wurden 30
Gonote€-Kalibrierldsungen verwendet, die eine definieren®@lalitat aufwiesen. Zusétzlich
wurde 50uL bidestilliertes Wasser zur Kalibrierung eingetef2er betriebsbereite und
kalibrierte OSMOMAT ist in Abb. 10.8argestellt.
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Abb. 10.2  Osmometer zur Bestimmung der Osmolalitat von Bclentzmitteln.

10.3.2 Boyle Van't Hoff-Diagramme und osmotischkinges Volumen

Boyle Van't Hoff-Diagramme beschreiben den Einflasmotisch aktiver Substanzen auf das
Zell-Volumen V im eingeschwungenen Zustand. Viele Zellarten Jerhasich in einem
bestimmten Bereich in der Nahe ihres isotonen Velusi, als ideale Osmometer. Dies fuhrt
zu einer linearen Beschreibung des relativen ZelumensV/V, in Abhéngigkeit von der
normierten reziproken Osmolaliti&ty/M [66] mit:
vV _M, (VA A"A
R a0
Bei sehr hohen und sehr niedrigen Osmolalitataeriren der Regel Nichtlinearitaten auf. Zur
Bestimmung des osmotisch inaktiven Volum&gsvird im Boyle Van't Hoff-Diagramm der
Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit der Oreliagelesen und dieser Wert mit dem
isotonischen Volumen multipliziert [150].
In dieser Arbeit wurden zur Erstellung von BoylenaHoff-Diagrammen Messungen mit

dem Coulter Counter Multisizer 03@urchgefiihrt. Zu Beginn jeder Versuchsreihe wae ei
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Kalibration des Coulter Counters erforderlich, dai wer Nutzung unterschiedlicher
Elektrolytibsungen die Leitfahigkeit und damit d&&essprinzip beeinflusst wurde. Aus
diesem Grund wurden Elektrolytlbsungen mit defii@er Osmolalititen angesetzt, die
wahrend der Kalibration und den Versuchsreihen génwurden. 20 mL der Elektro-

lytlbsungen wurden mit 2 bis 4 Tropfen Coulter CeanCCL1® Latex-Perlen mit einem

Durchmesser von 1jim gemischt und die Kalibration gestartet. NachRi@benvorbereitung

der HPMEC-Zellen (vgl. Abschnitt 10.2) wurden dieerSuchsreihen abgearbeitet (vgl.
Abschnitt 5.2.1).

Die Messergebnisse sind jeweils in einem Boyle Vaoff-Diagramm flr verschiedene
Konzentrationen an NaCl (Abb. 10.8pd an PBS_(Abb. 10.4Jargestellt. Aus diesen Dia-
grammen liel3 sich das osmotisch inaktive Volumer\@&C| zuV, = 0,23V, und fur PBS zu

Vp = 0,31V, bestimmen.

1,6

1,4

1,2 1

1,0 A1

0,8

056 7] 2
R =0,99

n=23-6

relatives Zell-Volumen [-]

0,4

® NaCl-Losung
—— Regressionsgerade

0,2 -

O T T T T T T T T
0 02 04 06 08 1,0 1,2 14 1,6 1,8

reziproke Osmolalitét [-]

Abb. 10.3 Boyle Van't Hoff-Diagramm von HPMEC Zellen: Relas Zell-Volumen
unter Variation der extrazellularen NaCl-Konzentmat(225, 325, 620, 915,
1200, 1360 mosmol/kg 40). Mit der zugehorigen linearen Regression
y=0,73 - x + 0,23 ergibt sich ein BestimmtheisvonR? = 0,99,n = 3-6.
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Der Einfluss von der Konzentration an Frierschutim auf das osmotisch inaktive
HPMEC-Zell-VolumenV, wurde ebenfalls mittels des Coulter Counters besti Hierzu

wurden Boyle Van't Hoff-Diagramm fur die Membramsmeierenden Frierschutzmittel
Dimethylsulfoxid und Ethylenglycol unter Konstanithag desR-Werte$ (Gleichung 3.23)

erstellt.

1,6

1,4 1

1,2 1

1,0 1

0,8 -

0,6 1 R =097

n =3-6

relatives Zell-Volumen |[-]

0,4
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— Regressionsgerade

0,2

O T T T T T T T T
o 02 04 06 08 1,0 1,2 14 1,6 18

reziproke Osmolalitét [-]

Abb. 10.4 Boyle Van't Hoff-Diagramm von HPMEC Zellen: Relas Zell-Volumen
unter Variation der extrazellularen PBS-Konzentrat(206, 329, 569, 951,
1407, 2991 mosmol/kg 40). Mit der zugehorigen linearen Regression
y=0,65 - x + 0,31 ergibt sich ein Bestimmtheigsgvon R* = 0,97, n = 3-6.
Hieraus ergibt sich, = 0,31 V,.

8 Es wird angenommen, dass beim Kiihlen einer Zgitnsion im Bereich konstantBrWerte der wesentliche
Anteil des osmotisch aktiven Wassers die Zelleasstl [146], [217] (vgl. Abb. 6)9
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10.3.3 Hydraulische Konduktivitat und Aktivierungsegie

Fur die theoretischen Untersuchungen des osmotis&ferhaltens von HPMEC-Zellen
wurden Simulationen mit dem Wassertransportmodeititgefuhrt (siehe Kapitel 4). Hierzu
mussten dem Modell die hydraulische Konduktivitgtund die Aktivierungsenergig, fuir
diesen Zelltyp als Eingangsparameter bekannt 4&4]] Es wurde eine kryomikroskopische
Methode nach Petersen et al. [157] gewahlt, nacteithe transiente Volumendnderung von
Zellen aufgrund einer abrupten Anderung der extwzeen Osmolaritat bei gegebener
Temperatur ermittelt wird. Zur Bildverarbeitung wer eine manuelle Methode mit der
Software ImageJdgenutzt. Mit Hilfe der Gleichung

. 7S S

P dt ARCOCE, -CL,) (10.2)

salt salt

wurde die hydraulische Konduktivitat bei verschieele Temperaturen errechnet und daraus
mit Gleichung 3.29 die Aktivierungsenergie bestin{ai¢he Tab. 10.2)

Tab.10.2  Hydraulische Konduktivitéat und Aktivierungsenergren HPMEC-Zellen in
Abwesenheit von Frierschutzmitteln.

Temperatur hydraulische hydraulische Aktivierungsenergid,
[°C] KonduktivitatLy KonduktivitatL, [kcalfhol™]
[UmEtm mhin™] MmN EY
30 0,51 3,1010"° 22,7
20 0,43 2,6110%° 22,7
0 0,06 3,64101 22,7

10.4 Bestimmung der Membran-Integritat und Vitahtén Zellen

Das Vi-Cel™™ XR wurde zur automatischen Zellzahlung und zurtiBesung der Zell-
Membran-Integritdt mittels Trypanblau-Farbung gehyAbb. 10.5 und ersetzte eine auf-
wandige manuelle Zellzahlung mit der Neubauer-Zémitner. Dazu wurde wéhrend der

Probenvorbereitung sowie nach der Kryokonservierugig integrierter Autosampler
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(Magazin) mit bis zu 12 Probengefal3en mit jeweilsll Zellsuspension beladen. Das
Ergebnis der automatischen Membran-Integritats-Msgsvurde pro Probe innerhalb von
150 s bei RT ermittelt. Innerhalb dieser Zeit wurd® mikroskopische Bilder automatisch

erstellt und mittels Vi-Cel¥-Software statistisch ausgewertet.

Abb. 10.5  ZellzAhler-Messplatz zur Bestimmung der Membraegntat mittels
Trypanblau-Farbung: Aus einem Magazin wurden autiseta bis zu 12
Proben sequenziell verarbeitet und mit einer Soiveaisgewertet.

Das Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200 von Zeiss HAW.§ wurde zur Membran-
Integritats- und Vitalitdtsbestimmung von HPMEC{2gl eingesetzt. Unter Anwendung der
fluoreszierenden Farbstoffe Calcein-AM und Ethidnomodimer wurden vital-letal-
Messungen der Zellen durchgefuhrt. Der biochemigdkeehanismus basiert auf folgendem
Prinzip: Gelangt das nicht fluoreszierende und Memipermeierende Calcein-AM in den
Intrazellularraum, so spaltet sich dort die Acetaryhylgruppe durch Enzyme ab. Das ver-
bleibende Calcein bindet Calziumionen und kann ruAt@egung im Bereich von 490 bis
520 nm hellgriin fluoreszieren. Da nur vitale Zelthese Enzymaktivitat aufweisen, gilt eine
fluoreszierende Grunfarbung unter dem MikroskopNaghweis fir eine Zellaktivitat [74].

Im Gegensatz dazu ist das Ethidiumhomodimer nicamidran-permeierend und dringt nur
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bei fehlender Membran-Integritat in die Zelle dimirazellular bindet es mit Nukleinsauren
unter Erzeugung einer fluoreszierenden RotfarbungWellenlangenbereich von 495 bis

635 nm. Unter dem Mikroskop gelten rot fluoresziele Zellen als letal [172].

Abb. 10.6  Fluoreszenzmikroskop-Messplatz zur BestimmungMiembran-Integritat und
Zellvitalitat mittels Calcein-AM- und Ethidiumhomoder-Farbung: Das

System besal} eine Mikroskop-Regelung fiir die Teienperg der Inkubations-
kammer bei 37°C und Begasung mit 5%CDie Bedienung des Mikroskops

wurde Uber eine Zeiss-Software durchgefihrt.
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10.5 Neu entwickelte Programme
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Abb.10.7  Benutzeroberflache des entwickelten Matktyogramms fir die Stoff-
transport-Simulation mit Hilfe des Wassertranspodeils: Nach Einstellung
des Zelltyps werden die Zelltyp-abhangigen osmbéasc Parameter bereit-
gestellt, wie das relative osmotisch inaktive Voamn die hydraulische
Konduktivitat und die Aktivierungsenergie. Des Wegn werden die Additive
und deren Konzentrationen definiert, darunter NaMle,SO oder EG.
AulRerdem mussen die gewtnschten Temperaturen stiei&ihlrate ein-
getragen werden. Die Simulation startet durch Deticles ,Neu berechnen*-
Knopfes. Die simulierten Ergebnisse werden graphiscdrei Diagrammen,
im V(T), rel. V(T) undT(t) dargestellt. Alternativ kbnnen audtft) und rel.V(t)
Diagramme erstellt werden. Alle Daten der Simulai&rgebnisse kbénnen als
Wertetabellen in eine Excel-Datei exportiert werden
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et L& Abb. 10.8h
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Abb. 10.92  Benutzeroberflache des entwickelten LabVIEW®rogramms zur Kontrolle der

Nukleationstemperatur von wassrigen Proben in &#tyrchen innerhalb des
Frierblocks: In dem Fenster ,Einstellungen“ wurde Nukleationstemperatur,
eine maximale Temperatur-Abweichung, eine Vorlagwie eine Haltezeit
definiert. Zusatzlich wurde die Zusammensetzung Migkleationslésung fur
jeden Kanal eingetragen. Nach dem Starten der Mgssad gleichzeitiger
Kihlung des Frierblocks in dem geregelten Friefg@®&2000 erfolgte die
Nukleation der 8 Proben automatisch bei der gewiiasc Nukleations-
temperatur. Die Nukleation jedes Kanals war durakere abrupten Tem-
peraturanstieg in einem Temperatur-Zeit-Diagramm Henster ,Messung*
ablesbar. Nach erfolgter Messung wurden die Meesdat ein Microsoft
Excel’-Format konvertiert und gespeichert.
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Abb. 10.10 Entwickelte Anlage zum chemischen Atzen von Watidaihten zur Her-
stellung von Spitzen. In einem Gefald befindet snckiner Natriumhydroxid-
Losung eine Kathode (K) und eine Anode (A) aus Vdéoif Eine
Konstantstromquelle mit einer automatischen Abgahgl (Elektronik)
ermdglicht den Oxidationsprozess an der Anode, an sich Wolfram so
abtragt, dass eine konusformige Spitze entsteht.

Abb. 10.11 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer zge@t Wolframdraht-
Spitze, die mit Hilfe der Anlage aus Abb. 10.48ch zehnminitigem Atzen

erstellt wurde. Der Mal3stab im linken Bild betr&@tum, im rechten Bild ist
ein vergroRRerter Ausschnitt der Spitze dargestellt.
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