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1. Einleitung

Tiefkiihl- oder Kryokonservierung ist ein Konservierungsverfahren, bei dem tiefe Tempera-
turen bei biologischen Systemen zur Anwendung kommen. Ziel der dazu erforderlichen Ver-
fahrensschritte Einfrieren, Lagerung und Wiedererwirmen ist es, eine Lagerung iiber lange
Zeitraume unter weitestgehenden Erhalt der Zellvitalitit zu ermodglichen. Hinsichtlich dieser
Anforderung unterscheidet sich die Anwendung des Gefrierens im Bereich der Lebensmittel-
konservierung, bei der es im Wesentlichen auf den Erhalt bestimmter Eigenschaften wie
Geschmack und Konsistenz sowie des Ndhrwerts ankommt, von der Anwendung der Tiefkiihl-
konservierung in der Biologie bzw. der Medizin. Hier wird der Erfolg der eingesetzten Verfah-
ren letztlich vom Erhalt der Zellfunktion und in vielen Fillen auch von der Verbesserung der
Organfunktion bestimmt, die nach Anwendung des Verfahrens erreicht wird. Bezogen auf tief-
kiihlkonservierte roter Blutkdrperchen (Erythrozyten) entspricht dies der Fahigkeit, nach der
Transfusion den Sauerstofftransport im Organismus zu verbessern. Da entsprechende Verfah-
ren zur Bestimmung der in-vivo-Funktion in vielen Fillen sehr aufwendig sind, bedient man
sich zur Untersuchung der grundlegenden EinfluBgroBen bei der Kryokonservierung sowie zur

Optimierung der eingesetzten Konservierungsprotokolle meist in-vitro-Funktionstests.

Die einfachsten Systeme zur Anwendung der Kryokonservierung sind Zellsuspensionen, da die
dabei zu konservierenden Proben durch ihre Homogenitéit und Geometrie verhiltnisméBig ein-
fach zu beschreibende Systeme darstellen, die eine relativ hohe Reproduzierbarkeit ermdgli-
chen. Demnach ist die Anwendung entsprechender Verfahren bereits vergleichsweise
verbreitet. Zu nennen sind hier die zelluldren Blutbestandteile, insbesondere rote Blutkorper-
chen (Erythrozyten) und Blutplittchen (Thrombozyten), Sperma, aber auch in Suspension ge-
brachte Zellen wie Knorpelzellen (Chondrozyten) oder epidermale Zellen. Wesentlich
komplexere Systeme stellen aufgrund ihres inhomogenen Aufbaus Zellverbéande (Gewebe) und
Organe dar. Eine erfolgreiche Kryokonservierung ist demzufolge gegeniiber suspendierten

Zellen erschwert und ist entsprechend seltener realisierbar.

Die bei der Kryokonservierung angestrebte Langzeitstabilitit wird generell durch Uberfiihrung
eines urspriinglich wallrigen Systems in den festen Aggregatzustand erreicht. Die Stoffwechsel-
vorgénge, die im wélrigen System im Normalfall zu einem zeitabhéngigen Verlust der Vitalitit
fiihren, kommen dabei idealerweise vollstdndig zum Erliegen. Dadurch ergibt sich der Unter-
schied zur hypothermen Lagerung, bei der die Stoffwechselvorginge durch Absenken der

Temperatur lediglich verlangsamt werden.



2 1. Einleitung

Die Kenntnis der beim Erstarren und Wiedererwidrmen von Zellsuspensionen stattfindenden
physko-chemischen Vorginge ist eine wichtige Voraussetzung fiir die erfolgreiche Kryokon-
servierung. Die grundlegenden Erkenntnisse zur Beschreibung der dabei stattfindenden Zell-
schidigung werden meist anhand von experimentellen Untersuchungen mikroskopischer
Proben gewonnen, die dann auf die Entwicklung von Verfahren fiir makroskopische Proben im

Sinne eines ,,Scale-Up* iibertragen werden.

Die vorliegende Arbeit widmet sich der Fragestellung, wie die beim ,,Scale-Up* auftretenden
wiarme- und verfahrenstechnischen Probleme im Fall der Kryokonservierung roter Blutkorper-

chen mit Hydroxyethylstirke als Gefrierschutzadditiv gelost werden konnen.

Der Schwerpunkt liegt dabei auf der Optimierung der thermischen ProzeBfiihrung. Kapitel 3
widmet sich dem Verfahrensschritt des Einfrierens. Dabei werden zunichst Untersuchungen
der bei den verwendeten FEinfrierverfahren auftretenden Wairmeiibergdnge dargestellt.
AnschlieBend wird eine Modifikation eines bestehenden Einfriercontainers zur Variation der
damit erzielbaren Kiihlrate vorgestellt. In Kapitel 4 wird der Einflu3 des schnellen Wiederer-
wiarmens untersucht. Es wird ein neuartiges Verfahren zum schnellen Wiedererwdrmen makro-
skopischer Proben vorgestellt. Der EinfluB der fiir den Wiedererwdrmungsvorgang
malgeblichen Parameter wird experimentell sowie durch Anwendung eines numerischen
Modells analysiert. In Kapitel 5 wird der Einflull der bis dahin untersuchten Zusammenhénge
auf den Erfolg bei der Durchfiihrung des eigentlichen Kryokonservierungsverfahrens anhand
von experimentellen Studien dargelegt. In Kapitel 6 werden schlieBlich Untersuchungen zur
Vitalitdt sowie zur Charakterisierung der durch die Kryokonservierung verursachten Zellsché-

digung vorgestellt.



2. Grundlagen

2.1 Physikalische und biologische Grundlagen beim Erstarren und Schmelzen von

Zellsuspensionen

2.1.1 Erstarrung

Zur Veranschaulichung der wesentlichen physikalischen Vorgénge beim Erstarren von Zellsus-
pensionen wird eine isotone Kochsalzldsung herangezogen. Als hdufig eingesetztes Suspensi-
onsmedium fiir biologische Zellen bietet isotone Kochsalzlosung den Vorteil eines
physiologischen osmotischen Drucks und eignet sich daher gut als Modellsystem. Bild 2.1 zeigt

den wasserreichen Teil des Phasenzustandsdiagramms fiir das binére System NaCl-H,O.

10 = —
v
110
v
0 -
57 ]
>
5 -104 L&
2 dsung
o + Lésung
Q 1 . +
5 Eis NaCl-2H.0
= 20- a 2
-30 T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Massenanteil NaCl [%]

Bild 2.1: Wasserreicher Teil des Phasenzustandsdiagramms fiir NaCIl-H,O (Daten aus /Weast 79/).

Senkt man die Temperatur einer isotonen Losung (0,9 Gew.-% NaCl) ab, geschieht dies zu-
nichst ohne Anderung des Phasenzustands (Strecke @). Das Erreichen der Liquiduskurve ent-
spricht dem Unterschreiten der Gleichgewichtsfriertemperatur (fiir isotone Losung bei ca.
-0,52 °C): Hier beginnt die Losung zu kristallisieren, und es existieren zwei Phasen parallel: rei-

nes Eis, das aufgrund der vernachldssigbar kleinen Loslichkeit kein NaCl enthilt, sowie die
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restliche Losung, deren NaCl-Konzentration bei weiterem Abfall der Temperatur entsprechend
der Liquiduskurve (Strecke @) ansteigt. Der Massenanteil des Eises xg 1dBt sich in diesem

Bereich des Diagramms mit Hilfe der sogenannten Hebelregel ermitteln:

Xp(9) =1 “o 2.1
E(9) = _cLiq(ﬁ) 2.1)

Beim Erreichen des eutektischen Punktes (Punkt *E’ in Bild 2.1) erstarrt die verbliebene Lésung
isotherm zu einer zweiten festen Phase (Strecke @), dem Eutektikum. Diese entspricht einem
Mischkristall aus Eis und kristallinem Salzhydrat (NaCl-2H,O). Der eutektische Punkt liegt bei

einem NaCl-Massenanteil von 23,3 % und einer Temperatur von -21,2 °C.

Bei einer erstarrenden Probe entspricht der Bereich der Eisfront gerade dem Zustand, bei dem
die beiden Phasen (Losung und Eis) im Temperaturbereich der Liquiduskurve parallel vorhan-
den sind. Beim Erstarren von Zellsuspensionen kommt es dabei in der Regel zur Ausbildung
eine hoher strukturierten Eisfront, die eine dendritische Struktur ausweist. Dabei wachsen fin-
gerformige (dendritische) Eiskristalle in das Restlosungsgebiet hinein. In den Bereichen zwi-
schen den Dendriten kommt es zu dem durch die Liquiduskurve beschriebenen

Konzentrationsanstieg, dem die darin vorhandenen suspendierten Zellen ausgesetzt sind!.

2.1.2 Schmelzen

Die in Kapitel 2.1.1 beschriebenen Vorgédnge bei der Erstarrung einer NaCl-Losung setzen ther-
modynamisches Gleichgewicht voraus. Erstarren wifirige Losungen nicht im thermodynami-
schen Gleichgewicht, 148t sich die Kinetik der Kristallisation durch sogenannte T-T-T-Kurven?
beschreiben (s. Bild 2.2). Die Kurven werden aus differentialkalorimetrischen Messungen ab-
geleitet, wobei der Zeitpunkt des Auftretens der jeweiligen thermischen Ereignisse bei konstant
gehaltener Temperatur bestimmt wird /MacFarlane 86, MacKenzie 77/. Obwohl die Kurven un-
ter statischen Bedingungen gewonnen wurden, lassen sich durch Einzeichnen entsprechender
Temperatur-Zeit-Verldufe die Vorgdnge beim Erstarren und Wiedererwdrmen veranschauli-

chen. Verlauf @ in Bild 2.2, links, entspricht langsamer Abkiihlung: Der Bereich, in dem Keim-

bildung und -wachstum mdglich sind, wird durchfahren, und die Probe kristallisiert. Bei

1. Auf eine detailliertere Darstellung der dendritischen Erstarrung wird an dieser Stelle verzichtet, da
hohere Eisfrontmorphologien zur Beschreibung der Phasengrenze bei dem in Kapitel 4.4.5 vorgestell-
ten numerischen Modell nicht beriicksichtigt werden. Es erfolgt dort eine integrale Betrachtung der
Eisfront (,,mushy region®).

2. Time-Temperature-Transition
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schnellerer Absenkung der Temperatur {iber eine bestimmten Grenzkiihlrate®> hinaus
(Verlauf @), ist zunéchst die Keimbildung wahrscheinlich, das Keimwachstum jedoch nicht
(Verlauf @). Anschaulich bedeutet dies, daB3 in der Probe nach der Erstarrung zwar Eiskeime
vorliegen, aus denen sich aber aufgrund der schnellen Temperaturabsenkung keine makrosko-
pischen Eiskristalle bilden konnen. Bei noch schnellerer Abkiihlung (Verlauf @) kommt es we-
der zu Keimbildung, noch zum Keimwachstum, so da3 die Probe als keimfreies Glas erstarrt.
Bei Proben, die gemél Verlauf @ glasartig, aber bei Vorhandensein von Keimen erstarrt sind,
ist das Wiedererwiarmen besonders kritisch (Bild 2.2, rechts): Wird ein Grenzwert fiir die Wie-
dererwiarmungsrate (Verlauf @) unterschritten, kommt es zur Kristallisation der glasartig er-
starrten Substanz gemaf} Verlauf @. In diesem Zusammenhang spricht man von Devitrifikation.
Ebenfalls auftreten kann Rekristallisation, womit das Verschmelzen kleinerer zu groferen und

damit thermodynamisch stabileren Eiskristallen bezeichnet wird.
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Bild 2.2: Beschreibung der Kristallisationskinetik wdpriger Losungen anhand von T-T-T-Kurven (Sche-
matisch nach /MacFarlane 86/).

In Bezug auf die Kryokonservierung bedeuten die dargestellten Vorgédnge, dafl durch die Kri-
stallisationskeime, die in teilweise glasartig erstarrten Losungen in der Regel vorliegen, grund-
sitzlich die Gefahr der Devitrifikation und Rekristallisation durch zu langsames
Wiedererwirmen besteht /Fahy 87/. Vor allem aber 148t sich ermessen, da3 die Forderung nach
schnellem Wiedererwérmen in jedem Fall von der Kiihlrate, mit der die Probe zuvor eingefroren
wurde, abhidngt /Mazur 68/. Die ,,thermische Vorgeschichte* der Probe ist durch die beim Er-
starren gebildete Anzahl an Keimen festgelegt und damit auch die Wiedererwérmungsrate, die

erforderlich ist, um Devitrifikation bzw. Rekristallisation zu vermeiden.

3. Die Kiihlrate sei hier zunéchst als Temperaturabsenkung pro Zeit verstanden. Die genaue Kiihlratende-
finition, auf die im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit zuriickgegriffen wird, wird in Kapitel
2.2.3 erlautert.
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2.1.3  Zellschidigungsmechanismen

Die beim Erstarren auftretende Zellschiddigung kann im Fall von Zellsuspensionen allgemein

auf die Bildung von Eis und die dadurch resultierenden Vorgédnge erklart werden.

Durch den bei der Eisbildung einsetzenden Konzentrationsanstieg in der Restlosung
(vergl. Kapitel 2.1.1) werden die Zellen einer stark erhohten Konzentration der extrazellulér ge-
losten Substanzen ausgesetzt. Dies fithrt zum osmotisch bedingten Wasserausstrom aus den
Zellen. Dieser Vorgang der Zellschrumpfung kann zu einer Schidigung der Zellmembran fiih-
ren, was in der Regel den Austritt des Zytoplasmas und den irreversiblen Vitalitdtsverlust der
Zelle zur Folge hat /Lovelock 53a/. Eine midflige Wasserabgabe hat jedoch auch zur Folge, daf3
aufgrund des Konzentrationsanstiegs innerhalb der Zelle die Neigung zur Kristallisation dort
verringert wird. Diese, meist zur irreversiblen Zellschdadigung fithrende, intrazelluldre Eisbil-
dung /Toner 93/ kann dagegen dann eintreten, wenn der beschriebene Vorgang sehr schnell ab-
lauft, also bei hohen Kiihlraten, wéihrend bei geringen Kiihlraten die Schiddigung durch

osmotisches Schrumpfen auftritt.

Nach der von /Mazur 72/ aufgestellten ,,Zwei-Faktor-Hypothese der Gefrierschidigung® wir-
ken beide Mechanismen gleichzeitig und iiberlagern sich in IThrer Wirkung. Zur Minimierung
der Zellschddigung muf die Kiihlrate demnach so gewahlt werden, daf3 die Zellen beim Einfrie-
ren gerade so weit entwissert werden, dal die osmotische Schidigung noch gering, der Schutz
vor intrazelluldrer Eisbildung dagegen schon gegeben ist. Der aus der Uberlagerung beider
Effekte resultierende Zusammenhang 146t sich fiir viele Zellarten in Form von Optimumskur-
ven darstellen, die eine klar ausgebildete maximale Zelliiberlebensrate bei einer optimalen
Kiihlrate aufweisen®. Die Lage dieses Optimums ist zellartspezifisch und héngt in erster Linie
von der Membranpermeabilitit fiir Wasser ab. Diese ist bei Erythrozyten vergleichsweise grof3,
so dafl ein Optimum bei hohen Kiihlraten resultiert. /Scheiwe 84/ konnte die Lage des Opti-
mums anhand von Parameterstudien mit Erythrozyten, die ohne Gefrierschutzlosung mit Hilfe
eines Kapillarfriergerits eingefroren worden waren, bei einer Kiihlrate von ca. 5000 K/min

ermitteln.

2.2 Gefrierschutzadditive

Mit der Verwendung von Gefrierschutzadditiven verfolgt man das Ziel, die durch die

4. Dies trifft auch auf das beschriebene Verfahren zur Kryokonservierung von Erythrozyten mit HES als
Gefrierschutzadditiv zu und wird in Kapitel 3.1 ndher erldutert.
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Kryokonservierung hervorgerufene Zellschdadigung zu verringern. Durch die daraus resultieren-
de Erhohung der Zelliiberlebensrate wird die Verwendung kryokonservierter Zellen zu medizi-

nischen Zwecken in der Regel iiberhaupt erst ermoglicht.

Ausgelost durch Entdeckung des ersten Additivs Glycerin durch /Polge 49/, wurden zahlreiche
weitere Additive erprobt und deren Wirkmechanismen untersucht. Entsprechend angestiegen
ist die Zahl der medizinischen Einsatzbereiche fiir kryokonservierte Zellen /Fuller 91/. Zusitz-
lich fiihrt die Verwendung von Additiven zu einer Verlagerung der Kiihlrate, bei der das Opti-
mum im Sinne einer maximalen Zelliiberlebensrate auftritt, zu einem geringeren, und damit
technisch einfacher zu realisierendem Wert. Dies verdeutlichen die in Bild 2.3 dargestellten Er-
gebnisse von /Leibo 70/, die den Effekt von Glycerin als Gefrierschutzadditiv auf die Zelliiber-

lebensrate bei der Kryokonservierung von Knochenmark-Stammzellen zeigen.

80 I I I ] I I I I I | I
— 1.25 M Glycerin
o
= 60 _
0p)
9
®
) 40 1
c
()
Ne) - -
i,_’ 0.8 M Glycerin
S 20- ‘ -
2
1 0.4 M Glycerin —
5 0.0 M Glycerin
0 — T T =z T — T T |? T ‘_|' S
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Bild 2.3: Parameterstudie von /Leibo 70/ zum Einfluf3 von Glycerinkonzentration und Kiihlrate auf die
Zelliiberlebensrate kryokonservierter Knochenmark-Stammzellen.

Die Lage der Maxima der Zelliiberlebensrate verschiebt sich mit zunehmender Additiv-Kon-
zentration zu geringeren Werten, die Schutzwirkung nimmt dabei zu. In vielen Féllen tritt auch
der Effekt ein, dal3 die Maxima breiter werden, so da3 eine inhomogenere Verteilung der Kiihl-

raten, wie sie bei Proben grofleren Volumens auftritt, besser toleriert wird.
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2.2.1 Niedermolekulare Additive

Niedermolekulare Gefrierschutzadditive werden auch als permeierende Additive bezeichnet, da
sie aufgrund ihres geringen Molekulargewichts die Zellmembran passieren konnen, und somit

nach ihrer Zugabe sowohl im Intra- als auch im Extrazellularraum vorhanden sind.

Die Schutzwirkung niedermolekularer Additive begriindete /Lovelock 53a, 53b/ durch die Ge-
frierpunktserniedrigung, die als kolligative Eigenschaft bei den in hohen Konzentrationen ein-
gesetzten Substanzen auftritt. Diese flihrt dazu, daf die extrazelluldre Kristallisation und damit
auch der Anstieg der extrazelluldren Salzkonzentration erst bei tieferen Temperaturen einsetzt,
so daB} der osmotisch bedingte Wasserausstrom reduziert wird. Als weitere mogliche Mechanis-
men gelten nach /Mazur 70/ eine geringere Neigung zur intrazelluldren Eisbildung aufgrund der
auch in der Zelle stattfindenden Gefrierpunktserniedrigung, sowie ein geringerer transmembra-
noser Wassertransport, der dadurch begriindet wird, da3 die Additive einen Teil des extra- und
intrazelluldren Wassers ersetzen. Die am héiufigsten eingesetzten niedermolekularen Additive

sind Glycerin und Dimethylsulfoxid (DMSO).

Der entscheidende Nachteil niedermolekularer Additive ist, da3 sie in den hohen Konzentratio-
nen, die fiir die Schutzwirkung erforderlich sind, zelltoxische Eigenschaften haben, so dal} ein
Entfernen der Additive durch Zellwischen nach dem Wiedererwdarmen in der Regel notwendig
ist. Andererseits fiihrt die Zugabe der Additive, vor allem aber die beim Auswaschen auftreten-
de Verringerung der extrazelluliren Additivkonzentration durch Verdiinnen, zu hohen osmoti-
schen Gradienten iiber der Zellmembran. Ahnlich wie bei der Kryokonservierung selbst kommt
es zu osmotisch bedingter Volumenzunahme (beim Entfernen) bzw. -abnahme (bei der Addi-
tivzugabe), was wiederum zur Zellschdadigung fiihren kann. Will man diese entsprechend ver-
ringern, muf3 die Additivkonzentration stufenweise angepalt werden /Levin 81/, was mit

erheblichem Aufwand verbunden ist /Rich 93, Pegg 02/.

2.2.2 Makromolekulare Additive

Makromolekulare Gefrierschutzadditive konnen aufgrund ihres hohen Molekulargewichts die
Zellmembran nicht passieren, so daf} sie nach der Zugabe im Extrazellularraum verbleiben. Die
Ursachen fiir die kryoprotektive Wirkung werden kontrovers diskutiert, die Erklarungen fiir die

Schutzmechanismen haben teilweise hypothetischen Charakter (Ubersicht in /Bryant 94/).

Fiir das makromolekulare Gefrierschutzadditiv Hydroxyethylstirke (HES) konnte /Korber 82/
nachweisen, daf} ein Teil des Wassers (ca. 0,5 g Wasser pro g HES) glasartig erstarrt. Durch den
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geringeren Anteil an kristallin erstarrendem extrazellulirem Wasser vermindern sich der osmo-

tische Gradient tiber der Zellmembran und damit der Wasserausstrom aus der Zelle.

Ferner wird durch extrazelluldre Gefrierschutzadditive die Kinetik sowohl der Eiskeimbildung,
als auch der Kristallisation selbst reduziert, so dall es dhnlich wie bei den niedermolekularen
Additiven erst bei tieferen Temperaturen zum osmotisch bedingten Wasserausstrom kommt
/Kresin 91, 94/. Im Gegensatz dazu fiihrt /McGann 78/ die Schutzwirkung makromolekularer
Additive auf die Tatsache zuriick, da3 diese durch ihre kolligativen Eigenschaften bei zuneh-
mender extrazelluldrer Konzentration gerade zu einer Entwiasserung fiihren, die zur Verhinde-
rung der intrazelluldren Eisbildung beitragt (,,squeeze“-Effekt). /Takahashi 88/ flihrt dagegen
die Schutzwirkung auf den Anstieg der extrazelluldren Viskositét zuriick: Bedingt durch extra-
zellulare Kristallisation erhoht sich mit der Additivkonzentration auch deren Viskositit, die zu-
satzlich noch temperaturbedingt ansteigt. Der Wasserausstrom wird dadurch so verringert, daf3
die Zellschrumpfung noch nicht letal wirkt. Vitrifiziert die extrazellulire Restlosung, kommt
der Wasserausstrom zum Erliegen. Idealerweise ist die Konzentration innerhalb der Zellen dann
soweit angestiegen, daf} bei weiterem Temperaturabfall die intrazelluldre Eisbildung verhindert
wird. /Williams 83/ stellte durch Kontaktwinkelmessungen fest, daf} sich zwischen Losungen
von Himoglobin und Losungen polymerer Gefrierschutzadditive eine stabile Grenzschicht aus-
bildet. Er argumentiert, da3 diese Grenzschicht bei der Kryokonservierung die Diffusion des
Héamoglobins durch defekte Membranabschnitte in den Extrazellularraum verhindert und fol-
gert, dal} der Schutzeffekt polymerer Gefrierschutzadditive in gewissen Umfang einer Téu-
schung entspricht. Andererseits deckt sich diese Hypothese mit der Tatsache, dal die
Freisetzung des Hdmoglobins aus geschidigten Erythrozyten bei Verwendung von Hydroxy-
ethylstiarke erst nach hoher isotoner Verdinnung stattfindet. Auf diesen Effekt wird in

Kapitel 2.3.7 ndher eingegangen.

Genereller Vorteil der makromolekularen Additive gegeniiber den niedermolekularen ist die ge-
ringere Toxizitét. Insbesondere die Tatsache, daB makromolekulare Additive aufgrund des ho-
hen Molekulargewichts praktisch keinen osmotischen Druck iiber die Zellmembran erzeugen,
fithrt dazu, daB nicht bereits die Additivzugabe und -entfernung wie bei niedermolekularen Ad-

ditiven Zellschiddigung hervorruft.

Die kryoprotektive Wirkung des im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten makromolekularen Ge-
frierschutzadditivs Hydroxyethylstirke (HES) wurde erstmals von /Knorpp 67/ beschrieben. Im

Helmholtz-Institut fiir Biomedizinische Technik® wurde HES fiir unterschiedliche Anwendung
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in der Kryokonservierung® /z.B. Scheiwe 82, Sputtek 91a, Pasch 00/ und Gefriertrocknung
/Rindler 99/ eingesetzt. Als weitere Beispiele fiir makromolekulare Gefrierschutzadditive sind

Polyvinylpyrrolidon (PVP), Polyethylenglycol (PEG) und Dextran zu nennen.

2.2.3 Bedeutung der thermischen Prozef3fithrung

Neben den in Kapitel 6 vorgestellten Untersuchungen zur Vitalitdt und Zellschdadigung liegt der
Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit auf der Optimierung der thermischen Prozeffiihrung bei
der Kryokonservierung humaner Erythrozyten mit Hydroxyethylstiarke. Konkret bedeutet dies,
die Verfahrensschritte Einfrieren und Wiedererwdrmen so zu gestalten, da3 sich die aus der
Temperaturfithrung resultierende Zellschddigung minimieren 1463t. Ohne das angewandte Kryo-
konservierungsverfahren bisher genau dargestellt zu haben, soll die Bedeutung der thermischen

Prozeffithrung zunéchst aus den bisher dargestellten Zusammenhingen abgeleitet werden.

Durch das Zusammenwirken der beiden Schiadigungsmechanismen osmotisches Schrumpfen
und intrazelluldre Eisbildung (Kapitel 2.1.3) ergibt sich zunéchst die Erfordernis, eine optimale
Kiihlrate zu ermitteln und die Gestaltung von Vorrichtungen zum Einfrieren grovolumiger
Proben so vorzunehmen, daf diese Kiihlrate an moglichst allen Orten der Probe eingehalten
wird. Die in Kapitel 2.2.2 beschriebenen Schutzmechanismen makromolekularer Gefrier-
schutzadditive, die zusétzlich die extrazelluldre Vitrifikation beriicksichtigen, sprechen eben-

falls fiir ein derartiges Vorgehen.

Bei der Bestimmung der Kiihlrate wird in dieser Arbeit auf die Definition von
/Hartmann 87a, 91/ zuriickgegriffen, die die Kiihlrate B als linearisierte Temperaturdanderungs-
rate zwischen dem erstmaligen Unterschreiten der Gleichgewichtsfriertemperatur 9 ; q(co) und

dem Erreichen einer Temperatur von -30 °C festlegt:

~30°C — 0, (co)
((=30°C) — 1,

(2.2)

Diese Definition liegt sémtlichen am Helmholtz-Institut angefertigten Arbeiten zugrunde. Die

Problematik der Definition der Kuhlrate wird bei /Heschel 02/ naher erlautert.

5. heute: Institut fiir Biomedizinische Technologien (IBMT) Aachen

6. Die Beschreibung des Verfahrens zur Kryokonservierung humaner Erythrozyten erfolgt in Kapitel
2.3.4, die Griinde fiir die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Prozessoptimierung wer-
den in Kapitel 2.3.6 erldutert.
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Bild 2.4: Zelliiberlebensrate HES-kryokonservierter Erythrozyten bei Variation der Kiihlrate im Ver-
gleich zu Erythrozyten, die ohne Additiv kryokonserviert wurden /Nick 79/.

Grundsitzlich 148t sich durch Variationen der Kiihlrate bei Verwendung von HES als Gefrier-
schutzadditiv ein derartiges Optimum ermitteln, wie die in Bild 2.4 dargestellten Ergebnisse
von /Nick 79/ zeigen. Im Vergleich zu Erythrozyten, die ohne Verwendung eines Gefrier-
schutzadditivs eine optimale Kiihlrate in der GroBBenordnung von 5000 K/min aufweisen, ver-
schiebt sich dieses Optimum7 bei Verwendung von HES als Additiv in den Bereich von etwa
500 K/min. Bei der Ubertragung der aus Parameterstudien erzielten Ergebnisse auf groBvolu-
mige Proben ergeben sich fiir die thermische ProzeBfithrung die im Folgenden aufgezéhlten

Probleme, die das Konzept der vorliegenden Arbeit maB3geblich bestimmen:

- Probengeometrie: Bei Parameterstudien werden sehr kleine Probenvolumina verwendet
(hier 20 ul). Die fiir die Entwicklung eine klinisch einsetzbaren Kryokonservierungsverfah-

ren relevanten Probenvolumina sind jedoch um ein Vielfaches groBer (hier ca. 450 ml).

7. /Heschel 02/ konnte mit Hilfe eines Verfahrens zum geregelten Einfrieren das Optimum wesentlich
genauer bestimmen. Auf diese Ergebnisse wird in Kapitel 3.1 eingegangen.
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Dadurch werden die beim Abkiihlen erzielten Temperaturverldaufe innerhalb derartiger Pro-
ben rdumlich inhomogen, das heif3t, an unterschiedlichen Orten innerhalb der Probe werden

voneinander abweichende Kiihlraten erzielt.

- Wiedererwdrmen: In Kapitel 2.1.2 wurde die Problematik der Keimbildung erldutert,
wonach sich bei der Erstarrung innerhalb eines bestimmten Kiihlratenbereichs Kristallisati-
onskeime in einer Probe bilden kénnen, die bei zu langsamem Wiedererwdrmen durch
Devitrifikation oder Rekristallisation zellschddigend wirken kénnen. Aufgrund der kleinen
Probenvolumina werden bei Parameterstudien aber sehr hohe Wiedererwdrmungsraten er-
zielt (hier 3000 K/min), bei denen sich Devitrifikation/Rekristallisation ausschlieBen lassen.
Derartige Werte sind in gro3volumigen Proben nicht erzielbar, so dafl man hier generell mit
Zellschiadigung durch zu langsames Wiedererwérmen zu rechnen hat. Selbst bei optimal ein-
gehaltenen Kiihlraten wéren die erzielten Zelliiberlebensraten nach dem Wiedererwérmen
geringer, als die in der Parameterstudie erzielten Werte. Dies deutet bereits auf die Forderung

nach einem Verfahrens zum schnellen Wiedererwédrmen hin (Kapitel 4).

- Zusammenhang Einfrieren - Wiedererwdrmen: Zur Vermeidung von Zellschiddigung ist
nicht nur das thermische Verhalten beim Wiedererwéarmen selbst entscheidend, sondern auch
das Ausmal} an Keimen, die sich zuvor bei der Erstarrung in der Probe gebildet haben. Da
dieses aber kiihlratenabhingig ist (vergl. Kapitel 2.1.2), kann die thermische ProzeBfiihrung
nur durch eine gleichzeitige Betrachtung von Einfrier- und Wiedererwarmungsverfahren op-
timiert werden. Da eine Schadigung durch ,,zu schnelles* Wiedererwérmen bei Verwendung
von Hydroxyethylstirke unwahrscheinlich ist, reduziert sich dieses Problem auf die Anfor-
derung, das Wiedererwiarmen ,,s0 schnell wie moglich® durchzufiihren, um dann fiir die

Kiihlrate beim Einfrieren ein Optimum zu ermitteln.

2.3 Tiefkiihlkonservierung humaner Erythrozyten

2.3.1 Konventionelle Fliissiglagerung

Ein entscheidender Schritt bei der Etablierung der Transfusionsmedizin als eigenstindiges Spe-
zialgebiet innerhalb der klinischen Medizin war die Ablosung der Therapie mit Vollblut durch
die sogenannte Komponententherapie /Bux 96, Hogmann 99a/. Dabei wird das Vollblut als
Ausgangsprodukt unmittelbar nach der Spende durch Zentrifugation in Blutkomponenten auf-
getrenntg. Dieses Vorgehen hat einerseits den Vorteil, dall die Therapie mit Blutkomponenten
wie Erythrozyten, Plasma oder Thrombozyten zielgerichteter erfolgen kann im Vergleich zur

Therapie mit Vollblut. Andererseits 148t sich bei der Herstellung eine héhere Qualitit der
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Komponenten erzielen. So 1d6t sich die wihrend der Lagerung von Vollblut auftretende Bil-
dung von Mikroaggregaten durch die Herstellung von Erythrozytenkonzentraten nach der der-
zeit angewandten Methode weitgehend verhindern /Prins 80/. Ein entscheidender Vorteil ist
weiterhin, dal die jeweils eingesetzte Konservierungsmethode sich speziell auf die einzelnen

Komponenten abstimmen 1a6t, was fiir die Optimierung der Produktqualitit unerlaBlich ist.

Sieht man von Blutplasma ab, das meist industriell weiterverarbeitet wir, beispielsweise zur
Herstellung von Gerinnungsfaktoren oder Albumin, sind sogenannte Erythrozy‘cenkonzen‘[rate9
heute das wichtigste und am haufigsten transfundierte Blutprodukt. Nach der Zentrifugation des
Vollbluts werden dabei Erythrozyten vom Plasma und dem Buffy-Coat, einer Schicht aus
Thrombozyten und Leukozyten, abgetrennt. Die weitere Lagerung der Erythrozytenkonzentrate
erfolgt in Stabilisatorlosungen bei Temperaturen von 4 °C =2 K /Council of Europe 02,
Bundesirztekammer 00/. Wesentliche Bestandteile der heute eingesetzten Stabilisatorlosungen
sind neben NaCl vor allem Glukose als Energielieferant, Phosphatpuffer zum Einstellen eines
konstanten pH-Werts, Purinbasen bzw. Purinnukleoside (Adenin und Guanosin) zur Unterstiit-
zung des erythrozytiren Stoffwechsels sowie Zuckeralkohole (Mannitol oder Sorbitol) zur Sta-

bilisierung der Erythrozytenmembran /Stangel 96/.

Wihrend der Fliissiglagerung haben Erythrozyten bedingt durch die geringe Temperatur einen
stark verminderten Stoffwechsel. Trotzdem treten entscheidende stoffwechselbedingte Verén-
derungen auf, die auf einen Funktionsverlust hinweisen. So kommt es wihrend der Fliissiglage-
rung zu einer Anreicherung von Laktat als Stoffwechselendprodukt und damit verbunden zum
Anstieg des CO,-Partialdrucks und Abfall des pH-Werts /Hogman 99b/. Die lagerungsbedingte
Himolyse und Freisetzung von Kalium wird unter anderem auf Enzyme aus den in den Konser-
ven verbliebenen Leukozyten und Thrombozyten zuriickgefiihrt /Greenwalt 90/. Der Gehalt an
ATP, das als energiespeichernde Substanz wirkt, verringert sich ebenfalls /Greenwalt 93/. Ent-
scheidende Bedeutung wird dem bereits nach 1-2 Wochen Lagerung einsetzenden Abfall des

Enzyms 2,3-Diphosphoglyzerat (2,3-DPG) beigemessen, da dieses die Bindungsaffinitéit von

8. Alternativ zur Vollblutspende ist auch die Komponententrennung wéhrend der Spende moglich durch
die sogenannte maschinelle Komponentenspende (Apherese).

9. ,.Erythrozytenkonzentrat“ ist die korrekte Bezeichnung dieses Blutprodukts. Da es sich nach einer Wei-
terverarbeitung beispielsweise durch Zugabe von Gefrierschutzadditiven streng genommen nicht mehr
um ein Konzentrat handelt, wird in der Fachliteratur hdufig der Begriff (Erythrozyten-) Einheit (,,unit
of red blood cells*) verwendet. Um die Abgrenzung von der ,,physikalischen Einheit* zu gewahrlei-
sten, wird in der vorliegenden Arbeit der ansonsten eher umgangssprachliche Begriff Blutkonserve
verwendet.
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0O, und CO, zum Hiamoglobin regelt. Dies fiihrt zu einer Erh6hung der Affinitit zu O, und da-

mit zu einer Einschrinkung der Sauerstoffabgabe an das Gewebe /Hogman 99b/.

Aufgrund der Komplexizitit des erythrozytdren Stoffwechsels ist es generell schwierig, einen
direkten Zusammenhang zwischen diesen in-vitro Parametern und der in-vivo Funktion von
Erythrozyten herzustellen. Fiir das 2,3-DPG konnte beispielsweise gezeigt werden, dal3 sich der
Gehalt innerhalb weniger Tage nach der Transfusion nahezu vollstindig regeneriert
/Heaton 90/. Die Tatsache, dafl ein lagerungsbedingter Qualitdtsverlust stattfindet, wird
dennoch allgemein akzeptiert und fiihrte dazu, die Lagerungsdauer fiir fliissiggelagerte Erythro-
zytenkonzentrate abhingig von der jeweils eingesetzten Stabilisatorlésung auf maximal 49

Tage zu begrenzen /Stangel 96/.

Die Problematik des lagerungsbedingten Verlustes der in-vivo Funktion 148t sich auch anhand
von klinischen Ergebnissen beurteilen. /Purdy 97/ konnte bei septischen Intensivpatienten einen
Zusammenhang zwischen Mortalitét und der Lagerungsdauer der transfundierten Erythrozyten-
konzentrate ermitteln. /Marik 93/ wies eine Verringerung der Sauerstoffversorgung der Einge-
weide durch Transfusion ,liberlagerter Erythrozyten (>15 Tage Lagerungsdauer) nach,

/Offner 02/ ein erhdhtes Infektionsrisiko bei Traumapatienten.

2.3.2  Generelle Vorteile der Kryokonservierung

Lagert man biologische Proben bei tiefkalten Temperaturenlo, kommen die Stoffwechselpro-
zesse in diesen Proben praktisch zum Erliegen /Pegg 88/. Damit sind die Prozesse, die eine Zell-
schadigung sowie den in Kapitel 2.3.1 erlduterten Funktionsverlust von Erythrozyten wihrend
der Flissiglagerung bewirken konnen, aufler Kraft gesetzt. Erythrozyten lassen sich dadurch
ohne nennenswerten Qualitdtsverlust {iber sehr lange Zeitrdume lagern /Valeri 00/. Aus der
praktisch unbegrenzten Lagerungsdauer resultieren eine Reihe von Vorteilen und potentiellen
Anwendungsgebieten fiir kryokonservierte Erythrozyten, die im folgenden Kapitel erldutert

werden. Auf den Einfluf der Lagertemperatur wird in Kapitel 2.3.5 eingegangen.

10. Wéhrend der Begriff Tieftemperatur (,,Low Temperature) nicht eindeutig definiert ist, und je nach
Anwendung unterschiedlich verwendet wird /Franks 85/, werden mit tiefkalten oder kryogenen Tempe-
raturen die Temperaturen bezeichnet, die man bei Verwendung von Fliissigstickstoff als Kéltemittel
erzielt. Bei einer Lagerung in der Fliissigphase entspricht dies der Siedetemperatur von -196 °C, bei
der wesentlich héaufiger eingesetzten Gasphasenlagerung ca. -150 °C.
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2.3.3 Klinische Anwendungsgebiete fiir kryokonservierte Erythrozyten

Aus der Moglichkeit der Langzeitlagerung resultieren eine Reihe von Vorteilen und neuen Kon-
zepten fur den klinischen Einsatz in der Transfusionsmedizin, die im Folgenden fiir die Versor-
gung mit Fremdblut (homologe Transfusion) und Eigenblut (autologe Transfusion) dargestellt

werden.

Homologe Transfusion

Im Bereich der Fremdblutversorgung bietet die Kryokonservierung den potentiellen Vorteil,
daB ein Verfallen der eingelagerten Erythrozyten durch Uberschreiten der zulissigen Lage-
rungsdauer nicht mehr auftreten wiirde. Logistische Engpésse, die beispielsweise in den Som-
mermonaten in Deutschland regelmifig zu einer Einschrinkung der Blutversorgung fiihren,
konnten durch Einlagerung einer ausreichend groB3en Anzahl an Konserven vollstdndig vermie-
den werden. Dies betrifft insbesondere die Versorgung mit seltenen Blutgruppen, die durch Er-
richtung entsprechender Depots gewéhrleistet werden konnte. Fiir Militireinsitze und zivile
Katastrophenfille sind alternative Konzepte der Blutversorgung erforderlich /Bowersox 94,

Thomas 97/, die ebenfalls durch die Kryokonservierung ergéinzt werden kdnnten.

Ein weiterer Vorteil der Langzeitlagerung kryokonservierter Erythrozyten ergibt sich aus der
Moglichkeit der Quarantinelagerung. Dabei werden Blutprodukte zunéchst bis zur Folgespen-
de eingelagert. Sind die dabei ermittelten Infektionsmarker negativ, wird das zuvor eingelagerte
Priparat zur Transfusion freigegeben. Durch die Quarantdnezeit, die mindestens dem Spende-
intervall entsprechen muf3 (derzeit 3 bzw. 4 Monate), kann das diagnostische Fenster der viralen
Infektionsmarker iiberbriickt werden'! und somit die Infektionsgefahr deutlich verringert wer-
den. Da Quarantidnezeiten dieser Gro3enordnung aber bei der Fliissiglagerung aufgrund der be-
grenzten Haltbarkeit nicht erzielbar sind, ist die Kryokonservierung die einzige derzeit

verfiigbare Methode, mit der sich eine Qarantdnelagerung von Erythrozyten realisieren liel3e.

Verstarkt diskutiert werden in den letzten Jahren die Risiken, die von bakteriellen Kontamina-
tion von Blutkonserven ausgehen /Montag 99/. Aufrund der schlechten Datenlage ist es jedoch

schwierig, die klinisch auftretenden Komplikationsraten zu beziffern!?. Eine klinisch relevante

11. Unter dem diagnostischen Fenster versteht man die Zeitspanne, innerhalb der ein Blutprodukt potenti-
ell infektios ist, die Nachweismethode aber aufgrund der noch zu geringen Konzentration des Erregers
keine sichere Diagnose erlaubt. Fiir das HIV-1-Virus liegt diese Zeitspanne bei den derzeit tiblichen
Testverfahren zwischen 3 und 8 Tagen, fiir das HCV-Virus zwischen 41 und 60 Tagen /Stramer 2000)/.

12. Fiir die Transfusionsinduzierte Sepsis (TIS) wird von /Snyder 01/ ein Risiko von 1:10% bei einer Morta-
litdt von 25 % angegeben.
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Keimzahl wird dabei erst durch das Keimwachstum wéhrend der Fliissiglagerung erreicht.
Durch Tiefkiihlkonservierung konnte dieses Risiko deutlich verringert werden, da hierbei ein

Keimwachstum wahrend der Lagerung mit Sicherheit auszuschlieen ist.

Autologe Transfusion

Bei der autologen Bluttransfusion werden Blutverluste, die im Verlauf von planbaren chirurgi-
schen Eingriffen entstehen, durch patienteneigenes Blut (Eigenblut) ausgeglichen. Zu den dafiir
zur Verfligung stehenden Methoden gehort neben der Transfusion von intraoperativ gesammel-
tem und maschinell aufbereitetem Wundblut (maschinelle Autotransfusion) und der unmittelbar
vor dem Eingriff durchgefiihrten Himodilution'? insbesondere die praoperative Eigenblutspen-
de /Mempel 96, Vanderlinde 02/. Dabei werden dem Patienten in zeitlichen Abstinden von
3 bis 5 Wochen vor dem geplanten Operationstermin eine Anzahl von insgesamt 2 bis 4 Einhei-
ten Vollblut entnommen und als Erythrozytenkonzentrat fliissiggelagert. Der chirurgische Blut-
verlust wird dann je nach Bedarf mit den gewonnenen Konserven ausgeglichen. Ausgelost
durch den Ausbruch der HIV-Epidemie in den frithen 80er Jahren, kam es zu einer anfénglich
sehr energischen Entwicklung der autologen Transfusion, deren Héhepunkt sich zu Beginn der
90er Jahre abzeichnete. In den USA war beispielsweise der relative Anteil an praoperativ durch-
gefiihrten autologen Blutspenden (bezogen auf die Gesamtanzahl der Spenden) im Jahr 1992
auf 8,5 % angestiegen /Brecher 02/. Faktoren wie die Verringerung des Infektionsrisikos bei
homologen Blutspenden, Berichte iiber bakterielle Kontaminationen und Méangel bei der Her-

stellung, sowie hohe Kosten /Singbartl 99/ fiihrten wieder zu einem Riickgang.

Ein deutlicher Nachteil der autologen Blutspende, der erst in den letzten Jahren diskutiert wur-
de, ist deren geringe Effektivitit. Ein Zugewinn an Erythrozyten kann nur durch die Blutneu-
bildung des Patienten nach der Entnahme erfolgen. Da der maximal mogliche Zeitraum
zwischen der jeweils ersten Spende und dem Operationstermin durch die zuldssige Lagerungs-
dauer bei der Fliissiglagerung limitiert ist (s. Kapitel 2.3.1), ergibt sich in der Regel ein sehr ge-

ringer ,,Netto-Gewinn* an Erythrozyten14.

13. Bei der Himodilution (Blutverdiinnung) werden dem Patienten vor dem Eingriff 2-3 Einheiten Vollblut
entnommen. Der entstandene Volumenverlust wird durch Plasmaexpander wie Dextran oder HES aus-
geglichen. Dadurch, da3 das wahrend der Operation verlorene Blut verdiinnt ist, verringert sich der
effektive Verlust an Erythrozyten. Nach der Operation wir das zuvor entnommene Blut zuriickgegeben.

14. Bei einer priaoperativen Entnahme nur einer autologen Konserve ermittelte /Singbartl 98/ einen
Gewinn an Erythrozyten, der deutlich weniger als einer halben Konserve entsprach. Fiir eine Entnahme
von insgesamt 3 Konserven ermittelte /Eckstein 00/ einen etwa einer Konserve entsprechenden
Gewinn.
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In diesem Zusammenhang konnte die Kryokonservierung dazu beitragen, die Effektivitdt der
autologen Blutspende erheblich zu steigern. Durch die Moglichkeit der Langzeitlagerung lief3e
sich der Zeitraum zwischen Spenden und Operationstermin und damit die zur Blutneubildung
zur Verfiigung stehende Zeit theoretisch beliebig verlingern. Dadurch konnte einerseits eine
insgesamt grofere Anzahl an Spenden gewonnen werden, andererseits konnten die Spende-
intervalle so groBziigig gestaltet werden, daf3 die Blutneubildung jeweils praktisch abgeschlos-
sen wire. Damit wiirde der Entnahme von beispielsweise drei Konserven auch ein ,,Netto-
Gewinn“ von drei Konserven gegeniiberstehen. Ein weiterer Vorteil wére, dal eine Verschie-
bung des Operationstermins nicht zum Verfall der praoperativ gewonnenen Konserven fiihren
wiirde. Weiterhin konnten nicht bendtigte Konserven fiir spétere Eingriffe eingelagert werden.
Nichtzuletzt hétte Kryokonservierung den Vorteil, daf3 alle Konserven zum Operationszeit-

punkt die gleiche Qualitdt aufweisen wiirden.

2.3.4  Glycerin-Verfahren

Ausgelost durch die Entdeckung der Schutzwirkung von Glycerin durch /Polge 49/ wurde die
Entwicklung geeigneter Verfahren der Kryokonservierung von Erythrozyten mit diesem intra-
zelluliren Additiv in den folgenden Jahren intensiv vorangetrieben (Ubersicht in /Meryman 98,

Rowe 02/). Dabei haben sich zwei unterschiedliche Verfahren etabliert.

Bei der ,high glycerol - slow freeze® - Methode wird Glycerin in einer Konzentration von
40 % eingesetzt /Smith 50, Meryman 72/. Zum Einfrieren wird der Probenbehélter direkt in
einen Ultra-Tieftkiihlschrank bei einer Temperatur von -80 °C verbracht, was zu verhaltnismé-
Big geringen Kiihlraten von ca. 1...3 K/min fiihrt /Valeri 81/. Die Lagerung erfolgt ebenfalls bei

dieser Temperatur, so daf die Verwendung von Fliissigstickstoff nicht erforderlich ist.

Bei der ,,Jlow glycerol - rapid freeze* - Methode /Krijnen 68, Rowe 68/ wird dagegen mit einer
geringeren Glycerin-Konzentration von nur 20 % gearbeitet, dafiir aber durch Eintauchen der
Probenbehilter in Fliissigstickstoff bei hoheren Kiihlraten eingefroren. Fiir dieses Verfahren ist
eine tiefkalte Lagerung erforderlich, so dal Fliissigstickstoff sowohl zum Einfrieren als auch

zur Lagerung benoétigt wird.

Gemeinsamkeit beider Methoden ist die Notwendigkeit, das Additiv nach dem Wiedererwir-
men durch Zellwischen zu entfernen (Deglycerinisieren). Aufgrund der Tatsache, da3 Glycerin
als intrazellulires Additiv in die Erythrozyten eindringt, wiirde ein direktes Uberfiihren in iso-

tones Milieu zu einer sehr hohen osmotischer Belastung und damit zu einer Zellschiadigung



18 2. Grundlagen

erheblichen Ausmales fithren. Das Auswaschen erfolgt daher in der Regel in drei Schritten, wo-
bei die Osmolaritdit der Waschlosung schrittweise herabgesetzt wird (vergl. Kapitel 2.2.1).
Auch wenn hierfiir als Alternative zur manuellen Zellwésche automatisierte Verfahren einge-
setzt werden konnen /Valeri 01/, liegt der zeitliche Aufwand fiir diesen Verfahrensschritt bei ca.
60 min /Lelkens 03/. Um diesen Aufwand zu minimieren, wurde nach alternativen Methoden
der Deglycerinisierung gesucht, zum Beispiel durch Verwendung von Hohlfaser-Dialysatoren

/Castino 96/ oder durch enzymatischen Abbau mittels Glycerinkinase /Woods 01/.

Die ,,high glycerol - slow freeze* - Methode wird heute {iberwiegend in den USA eingesetzt,
wéhrend die ,,Jlow glycerol - rapid freeze* - Methode schwerpunktmafig in Europa zur Anwen-

dung kommt.

2.3.5 HES-Verfahren

In Kapitel 2.2.2 wurde bereits erwdhnt, dall der grundlegende Vorteil makromolekularer Ge-
frierschutzadditive im Vergleich zu den niedermolekularen Substanzen die geringere Toxizitét
ist. Bei der Kryokonservierung humaner Erythrozyten verfolgte man mit deren Verwendung das
Ziel, Verfahren zu entwickeln, die kein Entfernen des Additivs mehr erfordern, so daf die Ery-

throzyten nach dem Wiedererwiarmen sofort transfundiert werden kdnnen.

Nach der Einfiihrung des Additivs Polyvinylpyrrolidon (PVP) durch /Rinfret 60/ wurde von
/Knorpp 67/ erstmals die Verwendung des organismusvertriaglichen Additivs Hydroxy-
ethylstirke (HES) beschrieben. HES ist ein Stirkederivat und wird seit iiber zwei Jahrzehnten
in der Intensivmedizin und Anésthesie als Infusionslosung eingesetzt mit dem Ziel des kolloi-
dalen Plasmaersatzes /Treib 99/. Die Substanz wird nach der Infusion durch das Enzym -
Amylase aufgespalten und innerhalb weniger Stunden iiber die Niere ausgeschieden
/Mishler 82, Sputtek 96/. Aufgrund dieser Vorteile haben sich zahlreiche Autoren mir der Ent-
wicklung und Optimierung entsprechender Einfrierprotokolle befaBt (Ubersicht in /Luyet 70,
Mishler 82, Sputtek 90, 92a/).

Am Helmholtz-Institut'® wurden zunéchst umfangreiche in-vitro Studien zur Optimierung von
Verfahrensparametern wie Kiihlrate, Additiv- und Salz-Konzentration der Frierschutzlosung
durchgefiihrt /Nick 97, Scheiwe 82, Sputtek 90, 91b/. Erste in-vivo Studien zeigten anhand von
Tierversuchen /Langer 94/ und Versuchen mit Probanden /Sputtek 93a, 94/ die

15. Eine Ubersicht iiber die Arbeiten zu dem am Helmholtz-Institut entwickelten Verfahren der Kryokon-
servierung humaner Erythrozyten mit HES findet sich in /Sputtek 01/ und /Henrich 99/.
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Funktionsféhigkeit HES-kryokonservierter Erythrozyten nach der Transfusion. Nach der erst-
maligen klinischen Anwendung zur autologen Blutversorgung /Sputtek 95a/ wurde das Verfah-
ren in einer prospektiv randomisierten Studie /Horn 97/ mit der Fliissiglagerung verglichen.
Dabei konnte beziiglich der ermittelten klinischen Parameter wie Blutgase, himodynamische
Parameter und Sauerstoffséttigung im Skelettmuskel kein Unterschied zwischen den jeweils
autolog gewonnenen Konserven (kryokonserviert vs. fliissiggelagert) festgestellt werden.
Allerdings wurde dabei nicht mehr als jeweils eine kryokonservierte Spende verabreicht, so daf3
nach Angabe der Autoren zur Untersuchung der Gabe groBBerer Volumina weitere Studien fol-

gen sollten.

Der in Bild 2.5 dargestellte Verfahrensablauf entspricht dem von /Sputtek 92a/ beschriebenen
Protokoll, welches auch in den darauffolgenden Arbeiten zur Anwendung kam. Eine Verfah-
rensbeschreibung zu den in dieser Arbeit dargestellten Versuchsergebnissen (Kapitel 5 und
Kapitel 6) findet sich in Kapitel 8.2. (Einfrieren) und Kapitel 8.3 (Wiedererwiarmen). Im Fol-
genden werden die einzelnen Verfahrensschritte zunéchst ohne detaillierte Angaben der Para-

meter erliutert:

Die Abnahme einer Vollblutkonserve (Schritt @) und die Komponententrennung durch Zentri-
fugation (Schritt @) entspricht dem bei der Flissiglagerung iiblichen Vorgehen (vergl.
Kapitel 2.3.1). Ausgangsprodukt fiir die Kryokonservierung ist demnach ein buffy-coat-freies

Erythrozytenkonzentrat in additiver Losung.

Vor der Zugabe des Gefrierschutzadditivs wird die Erythrozytensuspension einer mehrschritti-
gen Zellwésche unterzogen (Schritt @). Ein Waschschritt beinhaltet dabei jeweils das Auffiillen
und griindliche Durchmischen mit isotoner Kochsalzlosung, eine Zentrifugation, bei der die
Erythrozyten auf den Boden des Blutbeutels sedimentieren, und das abschlieBende Abtrennen
des Uberstandes. Dem gewaschenen Erythrozytenkonzentrat wir die HES-Ldsung zugesetzt
(Schritt @), anschlieBend erfolgt das Einfiillen in einen tieftemperaturgeeigneten Gefrierbeutel.
Dieser wird anschlieBend in einen speziellen Einfriercontainer eingelegt. Das Abkiihlen erfolgt
durch Eintauchen des Containers in Fliissigstickstoff (Schritt ®). Nach der Entnahme der er-

starrten Probe wird diese in der Gasphase tiber Fliissigstickstoff tiefkalt gelagert (Schritt ®).

Zum Wiedererwédrmen wird ein Schiittelwasserbad verwendet (Schritt @). Nach dem Wieder-
erwiarmen sind zwei Vorgehensweisen moglich: Die direkte Transfusion (Schritt @) der aufge-

tauten Erythrozytensuspension entsprechend dem sogenannten ,,Ein-Schritt-Verfahren®, oder
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die Transfusion nach vorhergehender Zellwische (Schritt ®) mit dem Ziel, das Gefrier-
schutzadditiv sowie das durch Zellschdadigung freigesetzte Himoglobin mdglichst vollstindig

zu eliminieren.
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Bild 2.5: Verfahrensablauf bei der Kryokonservierung humaner Erythrozyten mit HES nach dem am
Helmholtz-Institut entwickelten Verfahren. Abbildung nach /Heschel 02/.

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit ist die Optimierung der fiir die Verfahrensschritte Ein-
frieren und Wiedererwdrmen relevanten thermischen Prozeffiihrung, deren Bedeutung in
Kapitel 2.2.3 dargestellt wurde. Die Griinde fiir den Optimierungsbedarf werden im folgenden
Kapitel 2.3.6 erldutert. Die Lagerung dagegen ist unkritisch und erlaubt bei ausreichend tiefen

Temperaturen eine Langzeitkonservierung ohne Qualititsverlust /Spieles 95/. Allgemein kann
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bei Lagerung unterhalb der Glasiibergangstemperatur reinen Wassers von ca. -135 °C /Franks
85/ ein Qualititsverlust sicher ausgeschlossen werden, was bei der hier durchgefiihrten Lage-

rung in der Gasphase iiber Fliissigstickstoff (<-150 °C) gewihrleistet ist.

2.3.6  Ansitze zur Optimierung des Verfahrens

Hinsichtlich der Einfriertechnik (hohe Kiihlraten) sowie der Lagerbedingungen (tiefkalt) ist der
Arbeits- und Kostenaufwand des HES-Verfahrens in etwa vergleichbar mit der ,,low glycerol -
rapid freeze* - Methode des Glyzerin-Verfahrens. In Bezug auf die erforderlichen Zellwéaschen
stehen dem Deglycerinisieren nach dem Wiedererwérmen die Waschschritte vor der Additivzu-
gabe des HES-Verfahrens gegeniiber. Im Fall der direkten Transfusion nach dem Wiedererwér-
men gemél dem ,,Ein-Schritt-Verfahren wére das HES-Verfahren dem Glycerin-Verfahren
eindeutig vorzuziehen, da dies eine sehr schnelle und bedarfsgerechte Bereitstellung von Kon-

serven ermoglichen wiirde.

Ein derartiges Vorgehen erscheint jedoch fragwiirdig aus mehreren Griinden. Einerseits ist die
fiir die meisten als Plasma-Expander zugelassenen Infusionslosungen empfohlene Tagesdosis
mit ca. 1,2 g HES pro Kilogramm Korpergewicht /Rote Liste 03/ so gering, da3 bei einer An-
wendung dieser Dosislimitierung auf die Transfusion kryokonservierter Erythrozyten die Gabe
von lediglich einer Konserve mdglich wire!'®. Auch wenn diese Dosislimitierung kontrovers
diskutiert wird /Boldt 01/, ist eine Erhéhung der empfohlenen Tagesdosis derart, dal mehrere
Konserven transfundiert werden konnten, nahezu auszuschlieBen. Weiterhin ist es fraglich, ob
bei einer Zulassung des Verfahrens ein Stoff, der als Hilfsstoff eingesetzt wird, aber in pharma-
zeutisch wirksamer Konzentration vorhanden ist, generell akzeptiert wiirde, insbesondere da
diese deutlich iiber der Konzentration zugelassener Infusionslésungen liegt”. Durch die hohe
Viskositét in Anwesenheit von HES ist die Suspension zudem kaum transfundierbar. Nach An-
gaben von /Sputtek 94/ dauerte die Retransfusion autologer kryokonservierter Erythrozyten bei
der Probandenstudie bis zu 2 Stunden. Ein weiteres Problem eines ,,Ein-Schritt-Verfahrens* bei
einer geplanten Zulassung wiirde das aus geschiddigten Erythrozyten freigesetzte Himoglobin

darstellen. Orientiert man sich an dem fiir fliissiggelagerte Erythrozyten giiltigen Richtwert von

16. Pro Konserve wiirden nach dem in Kapitel 8.2 detailliert dargestellten Verfahren ca. 60 g HES infun-
diert werden. Bei einer Person mit einem Kdrpergewicht von 70 kg lidge die empfohlene Tagesdosis bei
84 g HES.

17. Bezogen auf das extrazelluldre Fliissigkeitsvolumen liegt die HES-Konzentration einer kryokonser-
vierten Konserve bei 22 g/dl, wihrend zugelassene Infusionslosungen maximal 10 g/dl HES aufwei-
sen.
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maximal 200 mg freiem Hamoglobin pro Konserve /Bundesédrztekammer 2000, Council of
Europe 2002/, wire die Zulassung eines Verfahrens ohne Zellwasche nach dem Wiedererwér-
men nach dem derzeitigen Stand nicht moglich. Die Durchfiihrung einer Zellwische zur Elimi-
nation von HES und freiem Hdmoglobin erscheint demnach zwingend erforderlich!®. In diesem
Fall wére das Verfahren mit insgesamt 2 Zellwéschen (Schritte @ und ® in Bild 2.5) im Ver-
gleich zum Glyzerinverfahren deutlich aufwendiger hinsichtlich der Kosten und des Arbeitsauf-
wandes. Die einzige Moglichkeit, ein HES-Verfahren mit Zellwdsche nach dem
Wiedererwédrmen als mit dem Glyzerinverfahren konkurrenzfihig zu gestalten, wire ein Ver-
zicht auf die Zellwéschen vor der Additivzugabe, zumal diese den arbeitsintensivsten Schritt

des Verfahrens darstellen.

/Weatherbee 75/ konnte bereits den positiven Effekt von zwei vor dem Einfrieren durchgefiihr-
ten Waschschritten auf die gemessenen Zelliiberlebensraten bei HES-kryokonservierten Ery-
throzyten mit geringen Probenvolumina (30ml) ermitteln. Da der Effekt durch nachtriagliche
Zugabe von Plasma zu bereits gewaschenen Erythrozyten ausblieb, wurde die Ursache dem
Plasma selbst zugeschrieben, ohne daf eine genaue Begriindung dafiir gefunden werden konnte.
Bei Proben, die jeweils die Erythrozytenmenge einer ganzen Blutspende enthielten (Probenvo-
lumen ca. 400ml) und nach dem gleichen Protokoll kryokonserviert worden waren, konnte
/Allen 76/ den positiven Effekt der Zellwédschen dagegen nicht feststellen. /Sputtek 92a/ konnte
wiederum bei Probenvolumina von 40ml eine deutliche Abhdngigkeit der Zelliiberlebensraten
von der Anzahl der Waschschritte vor dem Einfrieren ermitteln, was dazu fithrte, daf bei der
Mehrzahl der spiteren am Helmholtz-Institut entstandenen Arbeiten insgesamt 5 Waschschritte

durchgefiihrt wurden.

Eine generelle Erkldrung fiir den positiven Effekt der Zellwédschen vor dem Einfrieren konnte

bisher nicht gefunden werden. Neben einer mdglichen Beeinflussung der Membran-

18./Sputtek 95¢/ ermittelte durch eine Zellwasche nach dem Wiedererwidrmen eine Reduktion des freien
Héamoglobins auf 57 mg pro Konserve, was den Richtlinien entsprechen wiirde. Dabei wurde jedoch
nur ein einfacher Waschschritt durchgefiihrt (einmalige Suspendierung mit isotoner Kochsalzlésung im
Volumenverhéltnis von ca. 1:1 mit anschlieBender Zentrifugation). Dieses Vorgehen erscheint fraglich
insofern, als die im Extrazellularraum verbleibende HES bei derart geringer Verdiinnung die Frei-
setzung des Hamoglobins aus geschéddigten Erythrozyten weitgehend verhindern diirfte (vergl.
Kapitel 2.2.2). Dieser Effekt ist der Grund fiir die hohe isotone Verdiinnung von 1:40, die bei der
Durchfiihrung des sogenannten ,,Salzstabilitétstests” (s. Kapitel 8.4) vorgenommen wird. Im folgenden
Kapitel 2.3.7 wird auf diese Problematik néher eingegangen. Die in Kapitel 6.3 vorgestellten Versuche
zum mehrschrittigen Auswaschen zeigen, dafl nach einem einfachen Waschschritt bedeutend mehr
freies Himoglobin in der Konserve verbleibt, wenn man das bei hoher Verdiinnung freisetzbare
Hémoglobin entsprechend zugrunde legt.
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permeabilititen durch Plasmaproteine oder einer Wechselwirkung zwischen Plasmaproteinen
und Hydroxyethylstirke /Weatherbee 75/ konnte der Effekt auch auf die in der Erythrozyten-
suspension verbleibenden Thrombozyten oder Leukozyten zuriickzufiihren sein. Diese werden
durch die Zellwischen weitgehend entfernt. In ungewaschenen Proben sind sie dagegen noch
enthalten und werden durch das Einfrieren bei hohen Kiihlraten vermutlich vollstindig gesché-
digt. Durch die Freisetzung des Zellinhalts konnten dabei Stoffe in den Extrazellularraum ge-
langen, die moglicherweise verstirkte Hdmolyse verursachen. Aufgrund dieser Vermutung
wurden eigene Untersuchungen (unverdffentlicht) zum Einflul von Thrombozyten und Leuko-
zyten gemacht. Allerdings zeigte sich dabei weder durch eine Elimination der Leukozyten aus
der ungewaschenen Erythrozytensuspension mit Hilfe eines Leukozytenfilters, noch durch die
Zugabe von isolierten Thrombozyten zu gewaschener Erythrozytensuspension ein signifikanter

Einfluf} auf die Zelliiberlebensrate nach dem Wiedererwarmen.

Die Entwicklung des in Kapitel 4 vorgestellten neuartigen Verfahrens zum schnellen Wieder-
erwirmen erfolgte daher mit dem Ziel, eine Verringerung der Zellschiddigung insbesondere bei
ungewaschenen Erythrozyten zu erreichen. Ergebnisse zur Kryokonservierung unter Verwen-
dung des Verfahrens werden in Kapitel 5 dargestellt. Da eine Aufbereitung der getauten Ery-
throzytensuspension wie oberhalb erldutert, durch Auswaschen nach dem Wiedererwiarmen in
jedem Fall erforderlich sein diirfte, wurde hierfiir die Verwendung von automatisierten Verfah-
ren der Zellwdsche (maschinelle Autotransfusionsverfahren) untersucht und generell als geeig-
net befunden /Radvan 00/. Diese Systeme bieten gegeniiber dem manuellen Auswaschen den
Vorteil eines deutlich geringeren Personalaufwandes, dem allerdings erhohte Materialkosten

durch Verwendung von aufwendigen Disposables gegeniiberstehen.

2.3.7  Problematik der Vitalititsbestimmung

Vitalitdtsparameter, die zur Beurteilung und Optimierung von Konservierungsverfahren heran-
gezogen werden, sollten idealerweise die in-vivo-Funktion der Zellen wiederspiegeln. Bei Ery-
throzyten ergibt sich hier das Problem, dal} es keinen in-vitro-Parameter gibt, anhand dessen
sich eindeutige Aussagen tiiber die Féhigkeit der Zellen zum Sauerstofftransport machen

liessen!?.

Eine direkte Bestimmung dieser Funktion ist lediglich in-vivo mdglich, beispielsweise durch
Messung der Sauerstoffsittigung im Gewebe /McKinley 98/, was fiir die Qualitdtsbeurteilung

von Blutprodukten zu aufwendig wére.
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Eine weitere Moglichkeit besteht in der in-vivo-Bestimmung der 24-h Uberlebensrate. Dabei
wird durch radioaktive Markierung mit >1Cr der Anteil der urspriinglich transfundierten Ery-
throzyten bestimmt, die 24 Stunden nach der Transfusion noch in der Zirkulation der Probanden
vorhanden sind?°. Die Methode macht keine direkte Aussage tliber die in-vivo-Funktion und hat
zudem den Nachteil der radioaktiven Belastung fiir die Probanden, weshalb sie zur behordli-
chen Zulassung nicht gefordert wird /Heiden 99/. Bei einer alternativen Markierungsmethode
wird der gesundheitlich unbedenkliche Farbstoff Biotin zur Markierung verwendet /Mock 99/.
Dieses Verfahren hat sich aber bisher zur Bewertung der Produktqualitit nicht durchsetzen kon-

nen.

Als in-vitro Marker werden daher meist mehrere Parameter herangezogen, die aber einzeln be-
trachtet nur indirekte Aussagekraft haben (,,Surrogatmarker). Dazu zdhlt unter anderem die
Bestimmung der bereits in Kapitel 2.3.1 erwéhnten Marker 2,3-DPG und ATP, welche Aussa-
gen iiber die Bindungsaffinitiit bzw. den Energiestatus der Erythrozyten zulassen (Zur Ubersicht

iiber weitere Marker siche /Hogmann 99b/).

Der am einfachsten bestimmbare Parameter als Marker fiir die Membranintegritit ist die Himo-
lyserate. Auch bei der Himolyserate gilt, daB3 dieser Parameter keine direkte Aussage tiber die
Fahigkeit zum Sauerstofftransport zulaf3t. Bei kryokonservierten Erythrozyten ergibt sich aber
der Vorteil, daB3 sich dieser Parameter gut zur Optimierung von Einfrierprotokollen eignet, da
er sich mit den bekannten Schadigungsmechanismen wie intrazelluldre Eisbildung und osmoti-
sches Schrumpfen direkt in Verbindung bringen 148t. Bei der Bestimmung der Hédmolyserate
wird das im Extrazellularraum nachweisbare Hamoglobin ins Verhéltnis zum Gesamthdmoglo-
bin einer Probe gesetzt. Ersteres wird durch Zentrifugation und anschlieBende photometrische

Bestimmung im Uberstand ermittelt.

Bei Verwendung von HES ergibt sich das Problem, dal die Substanz die Hdmoglobin-

19. Das Problem der nur eingeschriankten Aussagekraft entsprechender in-vitro Parameter ergibt sich prin-
zipiell bei allen zelluldren Blutbestandteilen. So heift es in einer Stellungnahme des in Deutschland fiir
die behordliche Zulassung zelluldrer Blutprodukte zustdndigen Paul-Ehrlich-Instituts wortlich: ,,Es
erweist sich als dulerst schwierig, geeignete In-vitro-Parameter zur Bestimmung der Funktionalitét
zelluldrer Blutbestandteile in vivo zu identifizieren.” /Heiden 99/. Demnach zu urteilen ist es fraglich,
ob sich der nach dem Arzneimittelgesetz geforderte Nachweis der Wirksamkeit fiir zellulare Blutpro-
dukte iiberhaupt erbringen 146t.

20. Die Richtlinien des Europarates /Council of Europe 02/ fordern bei fliissiggelagerten Erythrozyten eine
24-h-Uberlebensrate von mindestens 75 %, was bei Konservierung mit den heute zugelassenen Stabili-
satorldsungen auch nachgewiesen werden konnte. /Langer 94/ konnte diesen Nachweis im Tierexperi-
ment auch fiir HES-kryokonservierte Erythrozyten erbringen.
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freisetzung aus geschddigten Zellen verringert (vergl. Kapitel 2.2.2), so daB3 die vollstandige
Freisetzung gegebenenfalls erst nach der Transfusion eintritt /Caekenberghe 96/. /Allen 78/
konnte zeigen, da3 die Menge an freigesetztem Hamoglobin aus HES-kryokonservierten Ery-
throzyten ansteigt, je hoher die vorgenommene in-vitro-Verdiinnung ist und je langer die Ery-
throzyten im verdiinnten Zustand verbleiben. Als Begriindung fiihrt er an, da HES
moglicherweise nicht den Austritt des Zellinhalts verhindert kann, sondern durch hohe Visko-
sitdt diesen lediglich daran hindert, von der Zellmembran in den Extrazellularraum zu diffun-

dieren.

Um diesen Effekt bei der Vitalitdtsanalytik berticksichtigen zu kénnen, wurde die sogenannte
Salzstabilititsmessung etabliert. Dabei erfolgt die Messung des freigesetzten Haimoglobins erst
nach einer 40-fachen isotonen Verdiinnung und einer anschlieBenden Inkubation bei Raumtem-
peratur. Dadurch soll sichergestellt werden, daf die Himoglobinfreisetzung aus moglichst allen
geschidigten Zellen berticksichtigt wird. Die bei der Retransfusion der unverdiinnten Suspen-
sion normalerweise stattfindende Hdmolyse wird somit gleichsam in-vitro nachgeahmt. Aus
den photometrisch bestimmten Haimoglobinkonzentrationen der gesamten Probe und des Extra-
zellularraums wird dann der prozentuale Anteil an Erythrozyten ermittelt, der nach der
40-fachen Verdiinnung nicht hdmolysiert ist. Eine genaue Beschreibung der Methode findet
sich im Anhang in Kapitel 8.4. Der Salzstabilitdtswert kann demnach als eine Zelliiberlebens-
rate (,,cell survival®) verstanden werden, die den Anteil der Erythrozyten angibt, die den Frier-

Tau-Vorgang iiberlebt haben?!.

21. Mit dem Begriff Zelliiberlebensrate ist im Zusammenhang mit HES-kryokonservierten Erythrozyten in
dieser Arbeit immer die Salzstabilitdt gemeint.
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3. Einfrierverfahren

3.1 Problematik

In Kapitel 2.2.3 wurde die allgemeine Bedeutung der thermischen ProzeBfiihrung bei der Kryo-
konservierung erldutert, in Kapitel 2.3.5 wurde bereits auf die besondere Problematik der hohen
Kiihlraten hingewiesen, die bei fiir das Verfahren mit Hydroxyethylstirke erforderlich sind.
Sehr aussagekriftige Ergebnisse dazu liefert eine von /Heschel 02/ erstellte Parameterstudie,
bei der durch Verwendung eines Verfahrens zum kiihlratengeregelten Einfrieren kleinvolumige
Proben (1 ml) mit hohen Kiihlraten (bis 350 K/min) kryokonserviert und durch Zugabe zu tem-

perierter Losung aufgetaut wurden. Die Ergebnisse zeigt der Contour-Plot in Bild 3.1.
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Bild 3.1: Ergebnisse einer Parameterstudie zum Einflufs von Kiihlrate, Himatokrit und NaCl-Konzen-
tration der Frierschutzlosung auf die Zelliiberlebensrate /Heschel 02/.

Die Zelliiberlebensraten wurden anhand des Salzstabilititstests ermittelt (s. Kapitel 8.4). Eine

Erhohung des Hamatokrits flihrt hierbei generell zu geringeren Zelliiberlebensraten?2.

Bei der Verwendung der hypotonen Frierschutzldsung (Bild 3.1, links, mit 0,45 Gew-% NaCl
entsprechend einer Osmolalitdt von 75 mmol/l) 14Bt sich ein Optimum bei einer Kiihlrate von
ca. 250 K/min erkennen, wie es nach der Zwei-Faktor-Hypothese zu erwarten wire. Die mit iso-
toner Losung erzielten Ergebnisse (Bild 3.1, rechts) lassen dagegen keinen Abfall der

Zelliiberlebensrate bei hoheren Kiihlraten erkennen. Ubertriigt man diese Ergebnisse auf die

22. Dieser ,,packing effect™ wurde von /Pegg 84/ fiir die Kryokonservierung mit Glycerin beschrieben,
wohingegen /Wagner 00/ gerade den gegenteiligen Effekt in einer entsprechenden Studie ausmacht:
Verringerung der Himolyse mit zunehmenden Hamatokrit.
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Anforderungen, die an Verfahren zum Einfrieren gro3er Probenvolumina gestellt werden miis-
sen, ergibt sich die Notwendigkeit, sehr hohe Warmestrome aus dem Gefriergut abzufiihren, um
die hohen Kiihlraten erzielen zu kdnnen. Bei Verwendung einer hypotonen Frierschutzldsung
wire dabei eine sehr hohe Homogenitét der Kiihlratenverteilung erforderlich, da zu hohe Kiihl-
raten nach Bild 3.1 wiederum zu mehr Schidigung fithren wiirden, wéahrend bei der isotonen

Losung voraussichtlich nur eine ,,Mindest-Kiihlrate* von ca. 250 K/min erforderlich wére.

3.2 Stand der Technik

Fiir die hohen Wérmestrome, die zur Realisierung ausreichend hoher Kiihlraten bei der Kryo-
konservierung mit HES erforderlich sind, bedarf es neben einem guten Wérmeiibergang auch
einer ausreichend grofle Temperaturdifferenz zwischen Gefriergut und Umgebung, so daB tief-
kalt verfliissigte Gase die einzig sinnvoll einsetzbaren Kéltemittel darstellen. Da Fliissigstick-
stoff als wirtschaftlich giinstiges Kéltemittel zur tiefkalten Lagerung eingesetzt wird, findet er

auch bei entsprechenden Einfrierverfahren Verwendung (s. Kapitel 2.3.4 und 2.3.5).

Liegt das Gefriergut wie in diesem Fall in fliissiger Form und in gréeren Volumina vor, werden
meist sogenannte Container-Tauchverfahren eingesetzt, bei denen die zum Einfrieren aufberei-
tete Zellsuspension zundchst in tieftemperaturbestdndige Gefrierbeutel gefiillt wird. Diese wer-
den dann in Einfriercontainer eingelegt, die anschlieBend in Fliissigstickstoff eingetaucht
werden und dabei die Beutel umschlieBen. Neben dem Erhalt der plattenférmigen Geometrie
des Gefrierguts muf} der Einfriercontainer die entsprechend hohe Warmeabfuhr beim Erstarren

der Proben ermoglichen.

Taucht man einen Korper, der auf Raumtemperatur temperiert ist, in Fliissigstickstoff ein, dann
findet der Vorgang des Temperaturausgleichs durch Verdampfen statt. Der dabei maf3gebliche
Wirmeiibergangskoeffizient hingt von der Form des Siedevorgangs ab, die wiederum durch die
Temperaturdifferenz zwischen Kérper und siedendem Fliissigstickstoff (Uberhitzungstempera-
tur), aber auch von der Art und Beschaffenheit der Korperoberfliche bestimmt wird. Wéhrend
bei Verwendung von Container-Tauchverfahren der fiir die Erstarrung biologischer Proben ent-
scheidende Temperaturbereich zwischen 0 °C und -30 °C durchlaufen wird, ist die Uberhit-
zungstemperatur in der Regel noch so groB3, dafl der Siedevorgang vom Filmsieden bestimmt
wird. Da der Warmeiibergang beim Filmsieden jedoch sehr schlecht ist, versucht man bei der
Entwicklung von Einfriercontainern, das Siedeverhalten entsprechend zu beeinflussen, wie die

beiden im Folgenden vorgestellten und im experimentellen Teil der Arbeit eingesetzten
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Container zeigen.

3.2.1 Gewebeisolierter Einfriercontainer

Dieser Einfriercontainer besteht aus zwei Aluminiumplatten, zwischen die der Gefrierbeutel
eingebracht wird. Die seitliche Abdichtung wird durch eine Labyrinthdichtung realisiert, die
das Eindringen von Fliissigstickstoff verhindern soll. An den AuBenseiten des Containers ist
eine Gewebeisolationsschicht (Leukosilk®, Beiersdorf AG, Hamburg) zur Verbesserung des
Wirmeiibergangs beim Sieden angebracht. Dieser Effekt ist mit der Oberflachenrauhigkeit an
beheizten Flachen vergleichbar und 146t sich tiber das Einbringen von Blasenkeimen erkldren:
Da die zur Bildung einer stabilen Dampfblase erforderliche Uberhitzung um so grofer ist, je
kleiner der Radius der Blase ist, sind zur Blasenbildung Keime, also z.B. Gaseinschliisse an rau-
hen Oberfldachen erforderlich /Renz 02/. Diese sind durch die Gewebeschicht in ausreichender
Anzahl vorhanden. Der Effekt ist so stark ausgeprigt, daB3 der eigentliche Isolationseffekt durch
das Gewebe nicht mehr ins Gewicht fillt. Dieses Containerprinzip wurde am Helmholtz-Institut
entwickelt und bereits vielfach zur Kryokonservierung eingesetzt /Sputtek 93a, 94, 95,
Horn 97/.

Ein gravierender Nachteil ergibt sich dabei aus dem zwischen Container-Innenseite und Ge-
frierbeutel gebildeten thermischen Kontaktwiderstand: Dieser ist einerseits so grof3, daf3 er den
gesamten Wiarmetransport maf3geblich verringert, andererseits hiangt er vom Anpref3druck ab
/Heschel 88/ und diirfte somit die Reproduzierbarkeit des Verfahrens ebenfalls beeintrachtigen.
Der zu geringe Warmetransport hat zur Konsequenz, daf3 bei allen beschriebenen Anwendun-
gen dieses Containers eine Aufteilung der einzufrierenden Erythrozytenmenge einer Blutspen-
de auf zwei Gefrierbeutel und somit eine Verringerung der Gefriergut-Schichtdicke auf 5 mm
vorgenommen werden mufite. Ziel der bei /Heschel 02/ beschriebenen Verfahrensentwicklung
war daher, ein Containerprinzip zur Anwendung zu bringen, welches eine so hohe Warmeab-
fuhr aus dem Gefriergut ermoglicht, dafl bei Gefriergutschichtdicken von 10 mm noch ausrei-
chend hohe Kiihlraten erzielt werden kénnen. Die zur Anwendung am besten geeignete Losung

ist dabei ein berippter Einfriercontainer, der im Folgenden beschrieben wird.

3.2.2  Berippter Einfriercontainer

Grundsitzliche Idee bei der Entwicklung dieses Einfriercontainers /Heschel 02/ war es, thermi-
sche Kontaktwiderstinde durch direkten Kontakt des Gefrierbeutels zum Kéiltemittel

vollstindig zu vermeiden. Die plattenformige Geometrie des Gefriergutes mufl dabei
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aufrechterhalten werden, was durch verschiedene Konstruktionen moglich ist /Radvan 99/. In
diesem Fall werden dazu Rippenprofile verwendet, zwischen denen der Gefrierbeutel einge-

spannt wird /Heschel 97/.

Gefrierbeutel

TN AT
C N )
LT A T

LT
Rippenprofile

Bild 3.2: Funktionsprinzip des berippten Einfriercontainers: Der Gefrierbeutel wird zwischen zwei
Rippenprofilen eingespannt.

Aus Bild 3.2 146t sich erkennen, da3 dadurch in Langsrichtung des eingespannten Gefrierbeu-
tels geschlossene Kanile entstehen, die aus der Beuteloberfliche und den Rippenzwischenrdu-
men gebildet werden. Die Kandle bilden die Grundlage des Mechanismus, der die gesteigerte
Wirmeabfuhr aus dem Gefriergut bewirkt: Durch die Volumenexpansion des verdampfenden
Stickstoffs bildet sich in den Kanilen eine stark beschleunigte Zwei-Phasen-Stromung. Durch

eine Erhohung des Fliissigkeit-Wandkontaktes fiihrt diese zu einem verbesserten Wérmeiiber-

gang.

Mit Hilfe von Temperaturmessungen in losungsbefiillten Gefrierbeuteln wurden bei einer
Schichtdicke von 10 mm wéhrend der Erstarrung Kiihlraten in der GroBenordnung von ca.
230 K/min bis 530 K/min bestimmt. Damit ist nach /Heschel 02/ die Forderung der aus der Pa-
rameterstudie abgeleiteten ,,Mindestkiihlrate* erfiillt (s. Bild 3.1). Versuche zur Kryokonservie-
rung nach dem in Kapitel 8.2 beschriebenen Verfahren zeigten jedoch nicht die nach der
Parameterstudie zu erwartenden Ergebnisse, sondern lediglich Salzstabilitdtswerte von
ca. 80 %. Als eine der moglichen Ursachen dafiir gibt /Heschel 02/ zu langsames Wiedererwér-
men an. Diese Problematik wurde im Rahmen der Entwicklung des neuartigen Wiedererwir-

mungsverfahrens (s. Kapitel 4 und 5) ausfiihrlich behandelt.

33 Ziel der Untersuchungen

Ziel der in diesem Kapitel dargestellten eigenen Untersuchungen war zunichst, den durch das
Prinzip des berippten Einfriercontainers erzielten Wérmeiibergang genauer zu charakterisieren
und entsprechende Moglichkeiten der Optimierung aufzuzeigen. Dazu wurde der

Wirmeiibergangskoeffizient durch die Methode der stationdren (Kapitel 3.4.1) sowie der
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instationdren Meftechnik (Kapitel 3.4.2) ermittelt und die Ergebnisse entsprechend verglichen

und diskutiert (Kapitel 3.4.3).

Hintergrund war das zunéchst geplante Vorhaben, einen Container zu entwickeln, der ebenfalls
das Prinzip der Rippenkanéle nutzt, der aber nicht mehr wie bei den bisher erlduterten Verfahren
mit dem Gefriergut zusammen in Fliissigstickstoff getaucht wird, sondern in einem Vorratsbe-
hélter mit Fliissigstickstoff fixiert wird, so da3 das Gefriergut mit Hilfe eines Spannrahmens in
den bereits gekiihlten Container eingefiihrt werden kann. Eine derartige Vorrichtung wiirde den
Vorteil bieten, da3 nicht bei jedem Einfriervorgang der gesamte Container abgekiihlt (und an-
schlieBend wiedererwiarmt) werden miifite, sondern lediglich der Gefrierbeutel mit dem Spann-
rahmen. Dadurch wére eine schnellere Verarbeitung mehrerer Konserven hintereinander
moglich, was bei einer Anwendung des Verfahrens im grof3eren Umfang einen deutlichen Vor-

teil bieten wiirde.

Ein weiteres Ziel der Untersuchungen war es, zu ermitteln, ob und inwieweit sich der berippte
Einfriercontainer so modifizieren 146t, daf} die im Gefriergut erzielten Kiihlraten variiert werden
konnen. Die in Kapitel 3.5 dargestellten Modifikationen des Containers wurden zur Anferti-

gung einer Studie zur Kiihlratenvariation genutzt, die in Kapitel 5.3 beschrieben wird.

3.4 Messung des Wirmeiibergangs beim berippten Einfriercontainer

Bei stationdren Messung des Warmeiibergangs (Kapitel 3.4.1) wird der an das Kéltemittel ab-
gefiihrte Wéarmestrom durch eine elektrische Beheizung des MeBobjekts kompensiert derart,
daf sich ein Zustand konstanter Temperatur einstellt. Bei diesem stationdren Zustand entspricht
die zugefiihrte elektrische Leistung gerade dem abgefiihrten Warmestrom. Aufgrund der hohen
elektrischen Leistungsdichten, die dafiir erforderlich sind, ist fiir einen entsprechenden Ver-
suchsaufbau vor allem eine gleichméBige Beheizung der warmeiibertragenden Flidche wichtig.
Dies betrifft einerseits die geometrische Anordnung des verwendeten Heizelements, anderer-

seits dessen thermische Ankopplung an das MefBobjekt.

Bei der instationdren Meftechnik (Kapitel 3.4.2) wird der Warmeiibergangskoeffizient mit Hil-
fe des wiahrend des Abkiihl- oder Autheizvorgangs eines Korpers gemessenen Temperaturver-

laufs bestimmt /Hartmann 84/.

3.4.1 Stationire Messung

Bild 3.3 zeigt den zur stationdren Warmeiibergangsmessung verwendeten MeBaufbau. In eine
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8 mm starke Kupferplatte wurde eine maanderformige Nut gefrast, in die ein Mantelheizleiter®>

24 wurde

eingelotet wurde. Durch die Plazierung in der Nut und die Verwendung von Silberlo
eine optimale thermische Ankopplung an die Kupferplatte erzielt. Die seitliche Isolation erfolg-
te iiber einen verschraubten Rahmen aus Pertinax, die Isolation der Riickseite durch eine 50 mm

starke Schicht aus Styrodur.

©
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Bild 3.3: Mefaufbau zur stationdren Messung des Wdrmeiiberganges: Kupferplatte mit mdanderformi-
ger Nut zur Aufnahme des Heizleiters (links) und Aufbau mit seitlicher und riickwdrtiger Iso-
lation (rechts)

Die Beheizung erfolgte iiber ein analog geregeltes Leistungsnetzteil25

t26

. Zur Temperaturmessung
wurde ein Thermoelement® in eine ca. 1 mm von der stickstoffseitigen Oberflache entfernte,
seitlich angebrachte Bohrung der Kupferplatte eingefiihrt und mit Thermoleitpaste thermisch
angekoppelt. Zur Regelung der Heizleistung wurde ein PC-gestiitztes Temperaturregelungs-

system nach /Heschel 02/ verwendet?’.

23. Typ SEI 10/100, @ Imm, Lange 100cm, Thermocoax, Hamburg
24. Typ S-SN 97 Ag 3, @ 1mm, Castolin BC 5427, Castolin GmbH, Kriftel
25.Kepko ATE-150-7M, 150 V/7 A

26. Kupfer-Konstantan-Thermoelement, Typ T, Omega, Stamford, U.S.A., # TT-T-30 SLE, Drahtdurch-
messer: 0,5 mm

27.Diese System wurde auBBerdem zur Messung und MefBdatenerfassung bei sdmtlichen Temperaturmes-
sungen verwendet, die in dieser Arbeit dargestellt werden.
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Mit folgenden Anordnungen/Beschichtungen des Systems wurden Messungen durchgefiihrt:

1. Unbeschichtete Kupferplatte

2. Unbeschichtete Kupferplatte mit Rippenprofil

3. Kupferplatte mit Gewebeisolationsschicht

4. Kupferplatte mit Gewebeisolationsschicht und Rippenprofil

Das verwendete Rippenprofil hatte die gleichen Abmessungen wie die Kupferplatte. Um eine
seitliche Abdichtung der Rippenkanile zu gewéhrleisten, wurden auf die Rippen Streifen aus
Weich-PVC aufgeklebt und das Profil selbst wihrend der Messungen mit Hilfe einer Schweil3-
zange gegen die Kupferplatte verspannt. Die Gewebeisolationsschicht entspricht der Isolations-
schicht des in Kapitel 3.2.1 beschriebenen Einfriercontainers (Leukosilk®) und wurde auf die

Kupferplatte aufgeklebt.

Die erfaiten Mefdaten waren die Heizleistung und die Plattentemperatur. Als Differenz zwi-
schen Plattentemperatur und Siedetemperatur des Fliissigstickstoffs wurde die
Ubertemperatur © berechnet. Mit Hilfe der wirmeiibertragenden Fliche und der Heizleistung
lieB sich direkt die Warmestromdichte ¢ [kW/mz] ermitteln. Die maximale vermessene Uber-
temperatur von © = 246,5 K entspricht einer Plattentemperatur von 50 °C und konnte nur fiir
das unbeschichtete System verwendet werden. Bei den Messungen mit Isolation war der Mef3-
bereich durch maximale Heizleistung des Systems von 770W (entspricht der maximal zuldssi-
gen Wiarmestromdichte des Mantelheizleiters) entsprechend limitiert. Unterhalb von ® = 50 K
wurden keine Messungen gemacht, da ab © = 25 K der Leidenfrost-Punkt zu erwarten ist, wo
aufgrund der Instabilitdt des Siedevorganges das Einregeln eines konstanten Wérmestroms
nicht mehr moglich ist. Dieser Temperaturbereich ist fiir den realen Einfriervorgang nicht rele-
vant, da die Erstarrung im Innern einer biologischen Probe hier in der Regel bereits abgeschlos-

sen ist.

Bild 3.4 zeigt die ermittelten Warmestromdichten fiir den gemessenen Temperaturbereich (Sie-
dekurven). Da in dem vermessenen Temperaturbereich eine gute Linearitdt vorliegt, lassen sich
fiir die unterschiedlichen Anordnungen jeweils die Warmetibergangskoeffizienten als Steigung

der Kennlinien angeben (Tabelle 3.1).
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Bild 3.4: Ergebnisse der stationdren Messungen des Wdrmeiibergangs von einer beheizten Kupferplatte
an fliissigen Stickstoff. Die Ergebnisse der vier MefSanordnungen wurden um Literaturdaten
von /Hartmann 84/ ergdinzt

Gemittelter .
.. Regressions- 2
Wirmeiibergangs- ) X
: koeffizient
MefBanordnung koeffizient 5
(X R.
W m2 K] [/] [/]
Unbeschichtet 220 0,971 4,180
Unbeschichtet mit Rippenprofil 214 0,962 3,414
Mit Gewebeisolationsschicht 943 0,998 1,023
Mit Gewebeisolationsschicht und 1033 0,998 1,200
Rippenprofil

Tabelle 3.1: Wirmeiibergangskoeffizienten, durch lineare Regression aus den in Bild 3.4 dargestellten
Mefergebnissen der stationdren Messung ermittelt.

Fiir die Ergebnisse, die mit der unbeschichteten Kupferplatte erzielt wurden, ist festzustellen,

daB3 die Verwendung des Rippenprofils hierbei offensichtlich nicht zu einer Steigerung des
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Wirmeiibergangs fiihrt. Fiir den Wairmeiibergangskoeffizienten ergibt sich sogar nach
Tabelle 3.1 ein etwas hoherer Wert bei der unbeschichteten Platte ohne Profil. Unter der Vor-
aussetzung, daf} die stationidre Messung den beim realen Einfriervorgang auftretenden Warme-
iibergang verldBlich wiedergibt, hitte das Rippenprofil demnach keinen positiven Effekt auf
den Wérmeiibergang. Dies steht im Widerspruch zu den Ausfiihrungen von /Heschel 02/ und
wiirde bedeuten, daB sich der Effekt der gesteigerten Warmeabfuhr beim berippten Einfriercon-

tainer auf den direkten Kontakt zwischen Gefrierbeutel und Kéltemittel reduzieren liefe.

Der Vergleich mit den Ergebnissen, die mit der Gewebeisolationsschicht erzielt wurden, zeigt
eine deutliche Verbesserung des Warmeiibergangs durch die Beschichtung. Der ermittelte Wert
fiir den Warmetiibergangskoeffizient liegt nach Tabelle 3.1 um mehr als Faktor vier {iber dem
Vergleichswert der unbeschichteten Platte, was eindeutig den in Kapitel 3.2.1 erlduterten Effekt
der Gewebeisolation wiederspiegelt. Bei der beschichteten Platte ist zudem ein geringfiigige

Verbesserung Warmeiibergangs durch das Rippenprofil zu verzeichnen.

3.4.2 Instationire Messung

Korper, deren Wérmeleitfahigkeit so groB3 ist, daf ihr innerer Warmeleitwiderstand klein gegen-
iiber dem Warmeiibergangswiderstand zur Umgebung ist, lassen sich hinsichtlich des instatio-
niren Aufheiz- oder Abkiihlvorganges durch eine Bilanzierung der zeitlichen Anderung ihrer
innerer Energie und des iiber die Korperoberflache aufgenommenen Wiarmestroms beschreiben

/Renz 02/:

P'Cp'V'i_{’LO"A'(T‘TU):O (3.1)

Diesen Zusammenhang macht man sich bei der instationdren MeBtechnik zunutze, indem man
den Temperaturverlauf eines entsprechenden Korpers mifit und mit Hilfe von Gleichung 3.1 den

Wirmeiibergangskoeffizienten bestimmt.

Die eingangs erwdhnte Voraussetzung beziiglich der Warmeleitfahigkeit ist erfiillt, wenn fiir die

Biot-Zahl gilt:

Bi = %L

«1 (3.2)

Um die direkte Vergleichbarkeit zwischen stationdrer und instationdrer Meftechnik zu gewahr-
leisten, wurde derselbe MeBaufbau wie Kapitel 3.4.1 verwendet. Die Bedingung in Gleichung

3.2 ist dabei mit Bi < 102 erfiillt. Die Ergebnisse zeigt Bild 3.5.
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Bild 3.5: Temperaturverldufe der instationdren Wirmeiibergangsmessungen und nach Gleichung 3.1
ermittelte Wc'irmeiibergangskoejj‘izienten2 8

Bei beiden mit unbeschichteter Platte gemessenen Temperaturverliufen ist der Ubergang vom
Film- zum Blasensieden bei ca. -175 °C deutlich zu erkennen. Bei den Verldufen mit Beschich-
tung liegt ein derartiger Ubergang nicht vor. Durch die Eigenschaft des Gewebes, durch
Gaseinschliisse die Bildung von Dampfblasen zu initiieren (s. Kapitel 3.2.1), liegt wéhrend des

gesamten Abkiihlvorganges Blasensieden vor.

3.4.3 Vergleich und Diskussion

Der Vergleich zwischen den durch stationédre und instationdre MeBmethode ermittelten Warme-
iibergangskoeffizienten soll an dieser Stelle auf die mit der unbeschichteten Kupferplatte erziel-
ten Ergebnisse beschriankt werden. Fiir die Gewebeisolation zeigen beide MeBmethoden, daf3
sich durch die Beschichtung eine erhebliche Steigerung des Warmetibergangs erzielen 146t die

in jedem Fall deutlich hoher ist, als die durch die alleinige Verwendung des Rippenprofils

28. Die zur Berechnung des Warmetibergangskoeffizienten nach Gleichung 3.1 erforderliche zeitliche
Ableitung der Temperatur der Kupferplatte dT/dt wurde einheitlich bei -80 °C ermittelt.
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erzielbare?. In Bild 3.6 sind die Ergebnisse der unbeschichteten Platte im Vergleich zwischen
beiden MeBmethoden dargestellt. Wahrend die Ergebnisse, die ohne Rippenprofil erzielt wur-
den, nur geringfligige Unterschiede zwischen beiden Methoden aufweisen, ergibt sich bei Ver-
wendung des Profils ein um iiber 25 % hoherer Wert fiir die instationdre Methode im Vergleich
zur stationdren. Der Wert der stationdren Messung selbst weicht dagegen kaum von den Ergeb-
nissen ohne Profil ab, was in Kapitel 3.4.1 bereits als Begriindung dafiir angegeben wurde, daf3

der Rippencontainer moglicherweise keinen Effekt auf den Wérmeiibergang hat®°.

300
MeRBmethode 268
1 [ Stationar
250 [ Instationar

T 220 214
cC i
15 208
N
= 200 —
)
ST
% < 150

N -
G E
2 3 1004
O
= i
5
; 50 -

0 } |
Unbeschichtet Unbeschichtet

mit Rippenprofil

Bild 3.6: Vergleich der mit unbeschichteter Kupferplatte ermittelten Wirmeiibergangskoeffizienten
zwischen stationdrer und instationdrer Mefsmethode.

29. Die beiden fiir die Beschichtung ermittelten Werte liegen zudem in einer vergleichbaren GréB3enord-
nung, was filir eine Vergleichbarkeit der beiden MeBmethoden spricht.

30. Einschrankend muf} hinzugefiigt werden, da} der verwendete MeBaufbau eine vergleichsweise geringe
Lauflange der Rippenkanile aufweist (85 mm, s. Bild 3.3). /Heschel 02/ konnte durch instationére
Temperaturmessungen mit einer segmentierten Kupferplatte eine deutliche Abhingigkeit der Abkiihl-
verliufe von der Uberstromlénge (Abstand der MeBstellen vom Ort des Stickstoffzustroms) feststellen.
Bis zu einer Uberstromldnge von 290 mm ergab sich dabei ein zunehmend schnellerer Temperaturab-
fall. Demnach sind die ermittelten Warmeiibergangskoeffizienten bedingt durch die geringere Lauf-
lange des hier verwendeten MeBaufbaus wahrscheinlich niedriger als beim realen Einfriercontainer, der
eine Laufldnge von 360 mm aufweist. Der dargestellte Vergleich der Ergebnisse aus stationdrer und
instationdrer Messung wird dadurch aber prinzipiell nicht beeinfluf}t.
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Die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen den Melmethoden im Fall des Rippenprofils lassen

sich erkldren, wenn man die Temperatur des Profils selbst wéahrend der Messungen betrachtet:

Bei der stationdren Methode nimmt das Profil kurz nach Beginn der Messung die Temperatur
der Umgebung, also die Siedetemperatur des Fliissigstickstoffs an, da lediglich die Kupferplatte
selbst durch die Beheizung temperiert wird. Der Wéarmeeintrag durch Leitung von der Platte auf

das Profil diirfte dabei zu vernachléssigen sein.

Bei der instationdren Messung wird die Anordnung aus Platte und Profil in Fliissigstickstoff
eingetaucht, weshalb nicht nur die Platte, sondern auch das Profil den gesamten
Temperaturbereich von Raumtemperatur bis zur Siedetemperatur des Fliissigstickstoffs durch-

fahren mubf.

Offenbar zeigt das Profil also nur dann eine Wirkung, wenn eine Temperaturdifferenz zwischen
seiner Oberfliche und dem in den Rippenkanélen befindlichen Stickstoff besteht, oder anders
ausgedriickt, wenn der Stickstoff an der Rippenoberflidche selbst siedet. Dieser Effekt konnte
sich wiederum iiber die Strémungsform in den Rippenkanélen erkldren lassen: /Heschel 02/ be-
schreibt diese anhand von Hochgeschwindigkeitsaufnahmen, die wiahrend des Siedevorgangs in
einem Modellcontainer gemacht wurden und diskutiert sie anhand der von /Kaufmann 74/ dar-
gestellten Stromungsformen bei Verdampfung in senkrechten Rohren. Dabei zeigte sich, daf in
den Rippenkanélen Filmsieden dominiert, wobei es zu partiellen Fliissigkeit-Wand-Kontakten
kommt. Da diese im Sinne einer wand-nahen Verdampfung mit einem erhohten Wirmeiiber-
gang assoziiert sein diirften, wére folgende Erklarung fiir den EinfluB3 der Rippentemperatur
denkbar: Wenn sich nur an einer Seite des Rippenkanals ein Dampffilm ausbilden kann, ndm-
lich an der beheizten Kupferplatte wie bei der stationdren Messung, wird dieser wahrscheinlich
geschlossen sein, und es wird wenig oder keinen Kontakt zwischen Fliissigstickstoff und Kup-
ferplatte geben. Nur wenn sich der Dampffilm an der gesamten Oberfldche des Rippenkanals
ausbilden kann, wie es bei der instationdren MeBmethode bedingt durch die gleichméBigere
Temperaturverteilung im Kanal der Fall ist, kann es zur Ausbildung der bei /Heschel 02/ be-
schriebenen starken Welligkeit und den Turbulenzen des Films kommen, die zu den erwéhnten

Fliissigkeit-Wand-Kontakten fiihren.

Obwohl diese Erkldrung des Phdnomens iiber die Stromungsform in den Rippenkanélen eher
hypothetisch ist, erscheint die Annahme, dal die Oberfldchentemperatur bzw. die Temperatur

des Profils selbst einen direkten EinfluB auf den Wéarmeilibergang hat, plausibel. Diese
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Erkenntnis war letztlich der Grund, warum des Konzept filir einen im Vorratsbehilter mit
Fliissigstickstoff fixierten Container (s. Kapitel 3.3) verworfen wurde: Bei einer derartigen Vor-
richtung hatten die Rippenprofile wihrend des gesamten Einfriervorgangs die Temperatur des
Fliissigstickstoffs, was genau dem beschriebenen Zustand bei der stationdren Warmeiiber-

gangsmessung entspricht.

Eine Moglichkeit, die sich aus dem Wissen um den Einfluf3 der Rippentemperatur ableiten a3t
und die die Verwendung eines derartigen Containers doch rechtfertigen konnte, ist die gezielte
Temperierung, (also Beheizung) der Profile. Dafiir konnte der grundlegende Einfluf3 der Rip-
pentemperatur z.B. durch stationdre Warmetibergangsmessungen mit beheizbaren Profilen er-
mittelt werden und die daraus gewonnenen Erkenntnisse dann in die Entwicklung eines
entsprechenden fixierbaren Containers mit beheizten Profile einflieBen. Vorstellbar wire zu-
dem, daB3 der Warmeiibergang durch eine Beheizung noch iiber das bisher erreichte Mal} hinaus
gesteigert werden kann. Die Ergebnisse der in Kapitel 5.3 dargestellten Parameterstudie zum
EinfluB} der Kiihlrate zeigen, dal Containerverfahren mit verbessertem Warmetibergang durch-

aus noch weiterhin zu Optimierung des gesamten Verfahrens beitragen konnten.

Eine weitere Moglichkeit, den Wéarmiibergang beim berippten Einfriercontainer zu verbessern,
konnte in einer Beschichtung der Beutelfolie bestehen. Das Aufbringen einer entsprechenden
Gewebeisolationsschicht ist dabei sicherlich wenig praktikabel, zumal sich dadurch ein zusétz-
licher Warmeleitwiderstand ergeben wiirde, der den Wérmeiibergang beim Einfrieren und
Wiedererwiarmen wiederum verringern wiirde. Vorteilhafter wire es, einen vergleichbaren Ef-
fekt durch Aufbringen einer Feinstruktur auf die Beuteloberfliche (beispielsweise durch Auf-

rauhen) zu erzielen.

3.5 Modifikation des berippten Einfriercontainers zur Variation der Kiihlrate

In der hier vorgestellten Studie wird untersucht, ob es durch eine Modifikation des berippten
Einfriercontainers (s. Kapitel 3.2.2) moglich ist, die beim Einfrieren erzielten Kiihlraten in ge-
wissem Umfang zu variieren. Einerseits ist diese Fragestellung von allgemeinerem Interesse,
andererseits wird eine derartige Variation der Kiihlraten zur Anfertigung der in Kapitel 5.3 dar-

gestellten Studie erforderlich.

Die grundlegende Idee der Modifikation ist es, den Warmeiibergang durch eine Drosselung der
Zufuhr an Fliissigstickstoff zu verringern, um dadurch geringere Kiihlraten erzielen zu konnen.

Dafiir wurde der Zustromquerschnitt fiir Stickstoff an der Unterseite des Containers
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entsprechend durch Vorschalten einer geschlitzten Aluminiumblende redyziert (s. Bild 3.7).
Mehrere Vorversuche hatten ergeben, daf3 eine Blende erst ab einer Spaltpreite von 1,5 mm ei-
nen Effekt auf die gemessenen Kiihlraten hat. Daher wurde fiir die Vgrsuche eine Spaltbreite
von 1 mm gewéhlt. Weiterhin wurde durch Anbringen eines ungeschlitzten Streifens aus Gum-
mi eine vollstandige Abdichtung des Zustromquerschnitt realisiert/um den erzielbaren Kiihlra-
tenbereich gleichméfig abdecken zu kénnen®!. Durch Einbringén je eines Gummistreifens in

die duleren Rippenkandle (s. Bild 3.7, oben rechts) wurde sichergestellt, da3 der Effekt des re-

duzierten Zustromquerschnitts nicht durch seitliches Eindringen von Fliissigstickstoff seine

Wirkung verliert.
Gummi-
streifen
G
Spalt |’
Blende —_|: ;
Gefrier- ] <~ Schnitt
beutel T 1
§
l%‘ /
Blende N

Spalt

Bild 3.7: Drosselung der Sti¢kstoffzufuhr durch eine geschlitzte Blende.

Zur Uberpriifung der Céntainer-Modifikationen wurden die fiir das Verfahren eingesetzten Ge-
frierbeutel (s. Kapitel 8.2) mit einer MeBanordnung aus vier Thermoelementen versehen, die
iiber den Bereich der halben Gefriergut-Schichtdicke (hier d/2 = 2,5 mm) gleichméBig verteilt
fixiert worden waren. Entsprechend dieser Schichtdicke von d = 5 mm wurden die Beutel mit
225 ml isotongr Kochsalzlésung befiillt. Bild 3.8 zeigt die Kiihlraten®2, die aus den wiihrend des

Abkiihlens gemessenen Temperaturverldufen bestimmt wurden.

Die in Bild 3.8 dargestellten Ergebnisse zeigen zundchst, da3 die erwartete Tendenz (Verringe-

rung der Kiihlrate bei abnehmender Zufuhr an Fliissigstickstoff) trotz mehrfach durchgefiihrter

1. Bei der vollstdndigen Abdichtung kann davon ausgegangen werden, dafl immer noch Stickstoff in den
Container eindringt, um eine ausreichend hohe Wérmeabfuhr aus dem Gefriergut zu gewiéhrleisten.

/ 32.Zur Kiihlratenbestimmung: Siehe Kapitel 2.2.3
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Messungen nicht an allen Meforten eindeutig gegeben ist. Aus numerischen Simulationen
leitete /Hartmann 87a, 91/ ab, daf} der Ort x, an dem die Kiihlratenbestimmung am besten das
Erstarrungsverhalten einer plattenférmigen Probe représentiert, bei x = % . g 1iegt33. Dieser
Ort wiirde in diesem Fall bei x = 0,8 mm liegen, wo die erwartete Tendenz eindeutig vorliegt.
An dieser MeBstelle wird durch die beiden Container-Modifikationen der Kiihlratenbereich
zwischen dem gewebeisolierten und dem ,,offenen* Rippencontainer sogar relativ gleichmaBig

abgedeckt. Die vier verwendeten Containersysteme stellten daher ein geeignete Grundlage fiir

die Anfertigung der angesprochenen Studie zur Kiihlratenvariation (Kapitel 5.3) dar.
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1 | Rippen- 0 -abgedichtet (n=4)
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Bild 3.8: Ergebnisse der Kiihlratenbestimmung bei den beschriebenen Container-Modifikationen fiir
eine Gefriergut-Schichtdicke von d=5 mm. Dargestellt sind die Kiihlraten in Abhdngigkeit
vom jeweiligen Mefort (Abstand von der Beutelmitte). Zusdtzlich zu den Modifikationen sind
die Ergebnisse des gewebeisolierten Containers sowie des berippten Container ohne Modifi-
kation (,,offen ) dargestellt.

33. Die Koordinate x verlduft dabei entgegen der Haupt-Wérmestromrichtung (senkrecht zur Beutelober-
fliche) und hat ihren Ursprung in der Mitte der Probe.
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3.6 Zusammenfassung

Die Ergebnisse der stationdren und der instationdren Messungen zum Wiarmeiibergang sowie
deren Vergleich zeigen, daB3 die Verwendung von Rippenprofilen zu einer Steigerung des Wir-
meiibergangs flihrt, der aber nur wirksam ist, wenn die Profile den Abkiihlprozess gemeinsam
mit dem Gefriergut durchfahren. Das in Kapitel 3.3 erlduterte Konzept eines im Fliissigstick-
stoff-Vorratsgefal3 fixierten Containersystems erscheint daher unter dem Aspekt des Wiarme-
iibergangs nicht sinnvoll. Eine Mboglichkeit, dieses Problem zu umgehen. bzw. den
Wirmeiibergang noch weiter zu steigern, konnte in der Beheizung der Profile liegen. Die Er-
gebnisse, die bei Verwendung der Gewebeisolation erzielt wurden, zeigen, da3 deren Potential
zur Steigerung des Wirmeiibergangs grofler ist als das der Rippen. Aufgrund der Problematik
des dabei auftretenden Warmeleitwiderstandes sowie des thermischen Kontaktwiderstandes
stellt das Anbringen der Beschichtung auf dem Gefriercontainer selbst jedoch keine sinnvolle
Alternative zum berippten Einfriercontainer dar. Nutzbar wére der Effekt, wenn eine entspre-
chend modifizierte Oberfliche auf dem Gefrierbeutel selbst aufgebracht wiirde und ein derarti-
ger Beutel durch Verwendung des berippten Containers in direktem Kontakt zum
Fliissigstickstoff stehen wiirde. Als Alternative zu einer Beschichtung kann eine Aufrauhung
der Beuteloberflache in Betracht gezogen werden, was einen deutlich geringeren Aufwand bei
der Herstellung der Beutelfolie bedeuten wiirde. Da die Beheizung der Rippenprofile eventuell
mit einer modifizierten Beuteloberfliche kombiniert werden konnte, ist das Potential der Mal3-
nahmen zur Verbesserung des Wérmeiibergangs bei Gefriercontainern durchaus noch nicht er-

schopfend genutzt.34

Als gegenteiliger Effekt im Sinne einer Verminderung des Warmeiibergangs konnte gezeigt
werden, daf3 die Verringerung des Zustroms an Fliissigstickstoff an den Rippenprofilen zu einer
Abnahme der gemessenen Kiihlraten fiihrt. Dieses Prinzip bietet eine gute Grundlage zur Er-
stellung von Studien zur Variation der Kiihlrate, was bisher ausschlielich mit kleinen Proben-

volumina unter Verwendung geregelter Einfrierverfahren méglich war.

Ubertriigt man diese Grundidee einer wenn nicht regelbaren, so doch in gewissen Grenzen vor-
einstellbaren Temperaturabsenkung auf die eingangs erwiahnten Moglichkeiten zur Steigerung

des Wirmeiiberganges, wire ein Containersystem denkbar, welches durch eine Kombination

34. Wihrend sich durch Messungen des Warmetibergangs wie in Kapitel 3.4 gezeigt, die Wirksamkeit der
MafBnahmen im Detail untersuchen und vergleichen lassen, erfordert eine Realisierung dieser MafBnah-
men in Form eines fiir die Kryokonservierung verwendbaren Einfriercontainers immer die Bestim-
mung der erzielbaren Kiihlraten wie in Kapitel 3.5.
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aller aufgefiihrten Prinzipien eine Kiihlratenvariation iiber einen sehr weiten Bereich ermdogli-
chen konnte. Damit wére eine ideale Voraussetzung fiir die Erstellung von Parameterstudien zur
Verfahrensoptimierung gegeben. In Anbetracht der Komplexizitit des Siedevorganges und des-
sen EinfluB} auf den Warmeiibergang ist es jedoch nicht moglich, den dadurch erzielbaren Kiihl-
ratenbereich a priori abzuschdtzen, so dafl es fraglich bleibt, ob der Aufwand fiir die

Realisierung eines derartigen Systems gerechtfertigt ist.
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4. Wiedererwirmungsverfahren

4.1 Problematik

In Kapitel 2.1.2 wurde die Moglichkeit erlautert, daf3 sich die durch Devitrifikation in schnell
erstarrten Proben verursachte Zellschddigung durch schnelles Wiedererwarmen verringen 1a63t.
/Heschel 02/ fiihrte die Tatsache, daB sich die Ergebnisse, die durch die Parameterstudie mit
kleinen Probenvolumina erzielt wurden (s. Kapitel 3.1), nur bedingt auf grole Probenvolumina

ibertragen lassen, auf zu langsames Wiedererwiarmen zuriick™>.

Im Vorfeld der Entwicklung eines schnellen Wiedererwadrmungsverfahrens wurden Ergebnisse
von Proben, die mit Hilfe eines herkdmmlichen Schiittelwasserbades getaut wurden, verglichen
mit Ergebnissen, die durch sogenanntes segmentiertes Tauen wiedererwiarmt wurden, wobei die
Aufbereitung vor dem Einfrieren jeweils ohne Zellwédschen erfolgt war (vergl. Kapitel 2.3.6).
Zum segmentierten Tauen wurde der Gefrierbeutel der eingefrorenen Proben im tiefkalten Zu-
stand entfernt. Durch Zerkleinern wurden pro Beutel 12 Stiicke entnommen, deren Gewicht ei-
nem Probenvolumen von jeweils 1 ml (+ 0,3 ml) entsprach. Das eigentliche Wiedererwdrmen
erfolgte durch direkte Zugabe der entnommenen Stiicke zu temperierter (40 °C) Losung. Eine
genaue Beschreibung des hierbei verwendeten Einfrierprotokolls sowie des segmentierten Tau-
ens findet sich in Kapitel 8. Durch das Segmentieren wird ein ,,ideal schneller* Wiedererwiér-
mungsvorgang realisiert, mit dem Ziel, lediglich die Schddigung zu erfassen, die aus dem

Einfriervorgang resultiert.

Die Ergebnisse des Vergleichs zeigt Bild 4.1. Demnach 1d8t sich durch schnelleres Wiederer-
wirmen die Zelliiberlebensrate, die hier anhand der Salzstabilitdt ermittelt wurde, erheblich
steigern. Bemerkenswerterweise liegen die Ergebnisse des segmentierten Tauens in einer Gro-
Benordnung, die bisher nur unter Verwendung von Zellwéschen vor dem Einfrieren erzielt wer-
den konnten (/Sputtek 92a/, vergl. Kapitel 2.3.5). Zelliiberlebensraten von 85 % bis 90 %, die
zur Vorbereitung einer Zulassung des Verfahrens fiir den klinischen Einsatz angestrebt werden
(s. Kapitel 2.3.6), scheinen sich demzufolge auch ohne Zellwischen durch schnelles Wiederer-
wérmen realisieren zu lassen. Dies ist der Grund fiir die Entwicklung eines neuen Wiedererwir-

mungsverfahrens.

35. Bei den Parameterstudien wurden die Proben durch direkte Zugabe zu temperierter, isotoner Losung
aufgetaut, so dal} die resultierenden Wiedererwdrmungsraten mit ca. 1500 K/min um ein Vielfaches
hoher sind, als die bei groen Probenvolumina im Schiittelwasserbad erzielbaren (ca. 100 K/min).
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Bild 4.1: Vergleich zwischen konventionellem Schiittelwasserbad (SWB) und schnellem Wiedererwdir-
men durch segmentiertes Tauen. Dargestellt ist die erzielte Zelliiberlebensrate (ermittelt an-
hand der Salzstabilitit). Da die Proben unter jeweils identischen Bedingungen eingefroren
wurden, zeigt sich die theoretische Moglichkeit einer Verfahrensverbesserung durch schnelle-
res Wiedererwdrmen. Die Aufbereitung vor dem Einfrieren erfolgte ohne Zellwdschen.

4.2 Entwicklung eines neuartigen Wiedererwiarmungsverfahrens

Mit den bisher beschriebenen Verfahren zum schnellen Wiedererwiarmen biologischer Proben
wurde vor allem die Anwendung bei vollstindig vitrifizierten Systemen beabsichtigt. Hier wur-
de insbesondere das Prinzip der dielektrischen Erwédrmung zur Anwendung gebracht
/Ruggera 90, Robinson 99, Baudot 99/). Derartige Verfahren wéren vor allem deshalb sehr
attraktiv, weil man durch Vitrifizieren und anschliefendes schnelles Wiedererwéarmen die Eis-
kristallbildung, die letztlich zur Zellschiddigung fiihrt, theoretisch vollstindig umgehen konnte.
Damit kénnte die Kryokonservierung von komplexereren biologischen Strukturen, insbesonde-
re von Organen, theoretisch mdglich werden. Problematisch ist dabei, daf3 es bisher nur in sehr
kleinvolumigen Proben gelungen ist, die elektromagnetische Erwdrmung mit ausreichender
raumlicher Homogenitit zu realisieren. Fiir die groBvolumigen Proben, die bei der Kryokonser-

vierung von Erythrozyten anfallen, sind derartige Verfahren daher noch nicht geeignet.

/Veeser 89/ beschreibt ein Verfahren zum konvektiven Erwirmen vitrifizierter Erythrozyten,

welches aber ebenfalls nur fiir kleinvolumige Proben anwendbar ist3©.
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Bei Entwicklungen von Verfahren zum Wiedererwarmen grof3volumiger biologischer Proben
lag bisher der Schwerpunkt weniger auf dem moglichst schnellen Wiedererwérmen, als viel-

mehr auf der Moglichkeit der Temperaturregelung bzw. -kontrolle /Kelley 82, Hartmann 87b/.

Eine Ubersicht und Bewertung weiterer Moglichkeiten der Wirmeeinkopplung in biologische
Proben gibt /Jochem 98/. Als mogliche Alternative zu den bisher erwdhnten Verfahren stellt
sich die Erwidrmung durch Ultraschall dar. Zur Vermeidung von zellschiddigender Kavitation
muB dieser allerdings hochfrequent sein, was aber den Vorteil bieten wiirde, dafl die Absorption
in Eis dabei wesentlich hoher liegt, als die in der fliissigen Phase (bei 1 MHz etwa um den
Faktor 2000). Eine selektive Erwédrmung des Eises wire dadurch moglich. Als nachteilig konnte
sich die mechanische Belastung durch hohe Schallwechseldriicke auswirken, die moglicherwei-
se zu Rissen in der Probe fithren wiirde. Die Anwendung von hochfrequentem Ultraschall bei
der Erwdarmung komplexerer Systeme oder Organe erscheint demnach wenig erfolgverspre-
chend, bei Zellsuspensionen diirfte sich die zellschddigende Wirkung von Rissen dagegen we-
niger stark auswirken und konnte durch die VergroBerung der Oberfliche sogar zu
Verbesserung des Wiedererwdarmungsverhaltens beitragen. Eine interessante Option fiir eine
Weiterentwicklung des hier vorgestellten Verfahrens wire daher eine Kombination mit konvek-
tiver Erwdrmung, so dall der Warmeeintrag sowohl {iber die Behélterwand, als auch innerhalb

des Eises stattfinden wiirde.

Neben der Erwdrmung iiber Festkorperkontakt, die prinzipiell immer den Nachteil hat, daf die
an den Grenzschichten gebildeten thermischen Kontaktwiderstinde den Warmestrom begren-
zen, stellt die konvektive Erwdrmung die aus technischer Sicht am einfachsten zu realisierende
Methode dar. Sie bietet weiterhin den Vorteil, daB eine Uberhitzung der Probe durch die Wahl
der Temperatur des dueren Mediums vermieden werden kann. Da die Einkoppelung der Wiér-
me nur iiber die Oberfléche, also den Probenbehilter, erfolgt, spielt bei der Analyse des Erwiér-

mungsverhaltens die Leitung und Konvektion innerhalb der Probe eine entscheidende Rolle.

Zielsetzung bei der Entwicklung eines neuen Verfahrens war es, das Prinzip der konvektiven
Erwirmung so anzuwenden, das sich ein deutlicher Vorteil ergibt im Vergleich zu konventio-

nellen Labor-Schiittelwasserbiadern, die bisher zum Wiedererwiarmen verwendet wurden. Die

36. Dabei werden Proben mit einer Schichtdicke von lediglich 100 um mit Hilfe eines durch Federkraft
angetriebenen Mechanismus direkt in ein auf 37 °C temperiertes Wasserbad geschleudert. Der konvek-
tive Warmeiibergang vom Wasser auf die Probe wird dabei ausschlieBlich durch die Anstromung der
beschleunigten Probe beim Eintauchen in das Wasser realisiert. Die dadurch erreichbaren Wiederer-
warmungsraten werden mit 7000 K/s angegeben.
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grundlegende Idee dabei ist eine Verbesserung sowohl des duBeren konvektiven Wérmeiiber-
gangs vom temperierten Wasser auf den Gefrierbeutel, als auch des inneren konvektiven Wiér-

meiibergangs vom bereits geschmolzenen auf den noch erstarrten Anteil der Probe.

In Kapitel 4.2.1 werden die dabei angewandten Prinzipien erldutert. Nach der Darstellung des
konstruktiven Aufbaus /Hauser 01/ in Kapitel 4.2.2 bis 4.2.4, werden in Kapitel 4.3 Messungen
zum Wiedererwdarmungsverhalten vorgestellt. In Kapitel 4.4 wird ein Modell zur numerischen
Simulation des Wiedererwdrmungsverhaltens beschrieben. Die Ergebnisse aus Simulation und
Messungen werden in Kapitel 4.5 verglichen. Die sich in Kapitel 4.6 anschlieBende Diskussion

eroffnet weitere Maflnahmen zur Optimierung des Verfahrens.

4.2.1 Orbitalbewegung und Pralldiisenfeld

Bild 4.2 zeigt die beiden maBigeblichen Prinzipien des neuen Verfahrens:

1. Anstelle der bei konventionellen Labor-Wasserbddern verwendeten translatorischen Schiit-
telbewegung wird der aufzutauenden Probe eine Orbitalbewegung aufgeprigt, also eine
Translationsbewegung, die einer Kreisbahn folgt. Dadurch soll eine bessere und homoge-
nere Durchmischung des Beutelinhaltes erzielt werden.

2. Durch das Pralldiisenfeld soll zundchst der Warmeiibergang vom temperierten Wasser auf

den Gefrierbeutel erhoht werden.

Wasser-Reservoir Gefrierbeutel

o AN -
/

AT
=

/

7/ N/
Orbitalbewegung Pralldiisenfeld

Bild 4.2: Funktionsprinzip des neuen Wiedererwdrmungsverfahrens.

Weiterhin soll durch das Zusammenwirken zwischen Pralldiisenfeld und Orbitalbewegung der
wihrend des Wiedererwdrmungsvorganges aus einer Mischung von fester und fliissiger Phase

bestehende Beutelinhalt besser durchmischt werden. Die im Auftrittsbereich der Diisen
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entstehende Verformungen des Beutels sollen eine Verjiingung des Beutelquerschnitts bewir-
ken. Die Verformungen bewegen sich relativ zur Beuteloberfliche und sollen den konvektiven

Wirmeiibergang innerhalb des Beutels verbessern.

4.2.2  Vorversuch

Ziel des hier dargestellten Vorversuchs war es, den Druck zu ermitteln, der aufgebracht werden

37 zu verformen. Dies

muf, um die Beutelkontur durch Einwirken der verwendeten Pralldiisen
war erforderlich, um die zur Speisung des Pralldiisenfeldes erforderliche Pumpe auswihlen zu
konnen. Dazu wurde der Gefrierbeutel in einem Spannrahmen fixiert und in einem Wasserbe-

hilter zwischen 2 Pralldiisen angeordnet (s. Bild 4.3).

Gefrierbeutel m/ Pralldisen

Digitalkamera

Spalt-
Lichtquelle

Bild 4.3: Schematischer Versuchsaufbau zur Messung der Verformung der Beutelkontur unter
Einwirkung der Pralldiisen

Insgesamt wurden drei Diisentypen mit verschiedenem Bohrungsdurchmessern verwendet’®.
Die Pralldiisen wurden zunichst mit Leitungswasser gespeist, der Druck wurde durch ein Dros-
selventil eingestellt und mit einem Manometer gemessen. Durch eine Spaltlichtquelle wurde die
verformte Kontur des Gefrierbeutels in Form eines Lichtschnitts sichtbar gemacht. Die Beutel-

kontur wurde seitlich mit einer Kamera aufgenommen und ausgewertet.

Bild 4.4 zeigt die Ergebnisse fiir drei verschiedene Diisendurchmesser. Der Abstand der gegen-
iiberliegenden Beuteloberflichen s wurde in den Schnittbildern vermessen (s. Bild 4.4 links)

und in Abhdngigkeit vom Druck dargestellt. Je grofer der Bohrungsdurchmesser der Diisen,

37.Es fanden sogenannte Vollstrahldiisen Verwendung, die durch die strémungsoptimierte Gestaltung der
Innenkontur eine gute Fokussierung des Strahls ermdglichen. Derartige Diisen werden im industriellen
Umfeld insbesondere fiir Reinigungsprozesse eingesetzt.

38. Hersteller: Niirnberger & CO. GmbH, Hamburg, Typen: Vollstrahldiisen/Messing, G6/@ = 1,7 mm;
G9/0 = 2,4 mm und G10/@ = 2,8mm
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desto ausgepragter ist die Verformung der Beutelkontur. Die Verldufe zeigen fiir alle 3 Diisen
ein Séttigungsverhalten oberhalb eines Drucks von ca. 2 bis 3 bar. Eine weitere Erhéhung des
Drucks bewirkt demnach keine bzw. nur noch geringe weitere Verformung, so daB fiir die aus-

zuwahlende Pumpe ein Mindestdruck von 3 bar angenommen wurde.

Disen

B g 1,7mm (G6)
® ©24mm (G9)
A 2238mm (G10)

Abstand der Beuteloberflachen s [mm]

Druck [bar]

Bild 4.4: Verformung der Beutelkontur. Links: Lichtschnittaufnahme bei 2 bar mit Diisen G9
(0 = 2,4 mm). Rechts: Abstand der Beuteloberfldchen s in Abhdngigkeit vom Druck fiir drei
verschiedene Diisendurchmesser

Nach den Herstellerangaben betrdgt der Volumenstrom fiir die Diise mit dem grofBten Durch-
messer von 2,8 mm (G10) bei 3 bar etwa 8 I min™'. Bei 12 Diisen ergibt sich demnach eine Min-
dest-Forderleistung der Pumpe von 96 | min! =5,76 m? h'l. Ausgewihlte wurde eine 5-stufige

Kreiselpumpe (Typ WILO MHI 805) mit einer Forderleistung von 14 m> h™! gegen 3,5 bar.

In Bezug auf die Messung die Beutelverformung muf} hinzugefiigt werden, dal3 der verwendete
Aufbau die Verhiltnisse beim spéteren Einsatz des Verfahrens nur unzureichend wiedergeben
kann. So ist bei Verwendung mehrerer nebeneinanderliegender Diisen beispielsweise eine eher
geringere Verformungswirkung zu erwarten - bei sehr dicht beeinander liegenden Diisen wére
sogar ein vollstdndiges Ausbleiben der Verformung denkbar. Zudem wird die Verformung bei
bewegtem Beutel ebenfalls nicht beriicksichtigt. Auch hier kann angenommen werden, dal3 die
Verformung unter Einwirkung der Orbitalbewegung eher geringer ausfdllt als im statischen
Fall, da die durch die Konvektion im Beutelinneren auf die Beutelwand ausgeiibten Krifte der
Verformung entgegenwirken diirften. Dies war letztlich der Grund fiir die Uberdimensionie-

rung der Pumpe.
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4.2.3  Wasserkreislauf und Temperierung

Bei einem Probenvolumen von 450 ml und einer angenommenen Auftauzeit von 60 s ergibt
sich ein mittlerer Warmestrom von ca. 9,5 kW, der wihrend des Wiedererwdrmungsvorganges
konvektiv in die Probe eingekoppelt werden muB. Fiir eine direkte Beheizung miifite die in das
Wasser-Reservoir tlibertragene elektrische Heizleistung gerade diesem Wert entsprechen. Um
den Aufwand fiir die elektrische Beheizung zu verringern, wurde die Warmekapazitit des Was-
sers genutzt und das Reservoir-Volumen entsprechend grof3 ausgelegt. Bei dem realisierten Vo-
lumen von 701 ergibt die Wérmebilanz zwischen Probe und Reservoir wihrend des

Wiedererwarmungsvorganges einen Temperaturabfall im Reservoir von lediglich 3 K.

PUR- Drossel-
Heizelement Disen Schlauche Zulaufe Ventil Manometer

Wasser- Ansaug- Verteiler- Gefrier-
reservoir rohre leiste beutel Ablauf Pumpe

Bild 4.5: Wasserkreislauf des Wiedererwdrmungsverfahrens

Bild 4.5 zeigt den Aufbau des Wasserkreislaufs. Der Zu- und Ablauf erfolgt tiber verzinkte
Rohre mit groBem Querschnitt (@ =25mm), um den Druckabfall zu minimieren. Auf der
Druckseite der Pumpe erfolgt die Aufteilung zu den Pralldiisen auf der Vorder- und Riickseite
iiber je eine Verteilerleiste und Kunststoffschlduche aus PUR (temperaturbesténdig bis 80 °C).
Die Speisung der Pumpe erfolgt {iber zwei Ansaugrohre, die jeweils in die Ndhe der beiden
Heizelemente gefiihrt wurden, um eine gleichméBigere Durchmischung im Wasserreservoir zu
erzielen. Als Material fiir das Reservoir wurde Polycarbonat (PC) gewéhlt, da dieser Kunststoff
transparent und temperaturbestidndig bis ca. 120 °C ist. Da die Platte, auf der die Pralldiisen

montiert wurden, aus dem gleichen Material gefertigt ist, ist eine gute Sicht auf die Probe
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gewihrleistet. Die beiden Heizelemente haben eine elektrische Heizleistung®® von jeweils
2000 W. Durch Verwendung von Halbleiter-Thermostaten wurde eine 2-Punkt-Temperatur-
regelung (1K) realisiert. Der Wasserdruck, mit dem die Diisen gespeist werden, kann mit Hilfe

eines Drosselventils und eines nachgeschalteten Manometers entsprechend eingestellt werden.

4.2.4 Antrieb und Pneumatik

Motor Getriebe
Zahnriemen
Traverse gagtrejr?gfgte
zapfen
Lagerbuchse

Zahnscheibe

Exzenter-
scheibe

Pleuel

Gefrierbeutel
Spannrahmen

Bild 4.6: Antriebseinheit des Wiedererwdrmungsverfahrens (CAD-Modell)

Bild 4.6 zeigt die komplette Antriebseinheit des Wiedererwdrmungsverfahrens. Die Orbitalbe-
wegung wird durch einen doppelseitig ausgefiihrten Exzenterantrieb realisiert. Der Antrieb er-
folgt durch einen Gleichstrommotor mit angeflanschter Getriebestufe*. Die Ubertragung der
Antriebsleistung auf die Exzenter wurde durch einen Zahnriementrieb realisiert. Da innerhalb

des Riementriebs keine Ubersetzung stattfindet (die Zahnscheiben haben jeweils gleiche

39. Ausgehend von Raumtemperatur ergibt sich bis zum Erreichen der meist zum Wiedererwirmen einge-
setzten Temperatur von 60 °C eine Aufheizzeit von ca. 50 min.

40. Lenze Gleichstrom-Permanentmagnetmotor Typ 13.120.55, Bemessungsleistung 200 W; Anker-
spannung 180V, Nenndrehzahl 3000 min”!; Getriebeiibersetzung i = 8§
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Durchmesser), entspricht die Frequenz der Orbitalbewegung gerade der Antriebsdrehzahl nach
der Getriebestufe (375 min'l). Dies entspricht ungeféhr der Schiittel-Frequenz des als Referenz
herangezogenen Labor-Schiittelwasserbades. Die Traverse tragt die gesamte Antriebseinheit

und ist pneumatisch verfahrbar (siche Bild 4.7).

Pneumatik-
Zylinder

Gerust

Antriebseinheit

Gefrierbeutel im
Spannrahmen

Pralldisenfeld

Heizelement

. Pumpe
Wasserreservoir

Bild 4.7: Gerdt zum schnellen Wiedererwdrmen (Komplettansicht) mit hochgefahrener Antriebseinheit

Der Ablauf eines vollstindigen Wiedererwarmungsvorganges gestaltet sich wie folgt: Der Ge-
frierbeutel wird nach der Entnahme aus dem Lagertank zunichst in den Spannrahmen einge-
spannt, dieser wird bei hochgefahrenem Antrieb an die beiden Pleuel angekoppelt. Der Antrieb
mit dem daran fixierten Spannrahmen wird durch Betétigung des Pneumatikzylinders in das
Wasserreservoir abgesenkt, so da3 sich die eingespannte Probe gerade zwischen den beiden

Pralldiisenfeldern befindet.

Fiir den eigentlichen Wiedererwdrmungsvorgang werden anschlieBend Motor und Pumpe
gleichzeitig in Betrieb gesetzt. Durch das Prinzip der Einspannung des Beutels nur an den
Beutelndhten (siche Bild 4.6) konnen die Pralldiisen auf die gesamte Beuteloberflache

einwirken. Nach Ablauf der Auftauzeit werden Motor und Pumpe gestoppt und der Antrieb
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pneumatisch angehoben. Der Spannrahmen kann vom Antrieb abgekoppelt und der Gefrierbeu-

tel entnommen werden.

4.3 Versuche zum Wiedererwirmungsverhalten

Ziel der hier vorgestellten Versuche war zunéchst ein Vergleich des Wiedererwdrmungsverhal-
tens eines konventionellen Schiittelwasserbades*! mir dem des neuen Verfahrens. AuBerdem
sollte der Einflull verschiedener Parameter des neuen Verfahrens auf das Wiedererwarmungs-
verhalten ermittelt werden. Dazu wurde der Bohrungsdurchmesser der Diisen, die Orbitalfre-
quenz sowie die Fiillung der verwendeten Einfrierbeutel variiert. Dadurch soll die Fragestellung
beantwortet werden, ob sich das Wiedererwdrmungsverhalten im Sinne einer minimalen Auf-

tauzeit optimieren laft.

4.3.1 Priparation von Einfrierbeuteln

@ bis ®: Lage der Thermoelemente fiir 94 bis ¥g

Flhrungsdraht Spikeport

Bild 4.8: Einfrierbeutel befiillt und mit Thermoelementen versehen.

Zur Vorbereitung der Messungen von Temperaturverldufen in 16sungsbefiillten Gefrierbeuteln
wurden zundchst 8 Thermoelemente in dem jeweiligen Beutel fixiert. Eine Fixierung an defi-
nierten Orten im Beutel, wie es bei der Messung der Kiihlraten vorgenommen wurde
(vergl. Kapitel 3.5), ist beim Wiedererwdrmen aufgrund der starken Beschleunigungen des
Beutelinhalts durch die Schiittel- bzw. Orbitalbewegung nicht mdglich. Daher wurden die
Thermoelemente mit Hilfe eines U-formigen Fithrungsdrahtes, der an der Innenseite der Beu-
telnaht liegt, fixiert (s. Bild 4.8). Die Enden der Thermodréhte, die die eigentliche MefBstelle

darstellen, ragen dabei vom Fiihrungsdraht in Richtung Beutelmitte. Somit ist einerseits ein

41.GFL Typ 1083, Schiittelfrequenz: 360 min-!, Schiittelhub: 25 mm
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gewisser Bewegungsumfang der Thermoelemente gewéhrleistet, um ein Reilen zu verhindern,
andererseits ist die ungefdhre Lage der TemperaturmeBstellen trotzdem vorgegeben. Undefi-
niert bleibt dabei allerdings die Lage der MeBstellen in der Richtung senkrecht zur Beutelober-

flache, also in der Hauptw'eirmestrom-Richtung42.

Die Befiillung der Gefrierbeutel erfolgte entweder mit 450 ml isotoner Kochsalzlésung43 oder
mit 450 ml HES-Lo6sung einer Konzentration von 20 Gew-% Hydroxyethylstirke und einer Na-
trium-Chlorid Konzentration von 60 mmol/l. Die Zusammensetzung dieser Losung entspricht
nidherungsweise der bei der Kryokonservierung vorhandenen extrazellularen Losung (vergl.
Kapitel 8.2), um die Verhiltnisse beim Wiedererwarmen von Erythrozyten nach den beschrie-
benen Protokollen moglichst realistisch wiedergeben zu kénnen.

Variiert wurde hierbei die Modifikation der verwendeten Stirke, eine genaue Charakterisierung

der verwendeten HES-Modifikationen findet sich im Anhang, Kapitel 8.1.

4.3.2  Versuchsdurchfiithrung

Die praparierten Gefrierbeutel wurden unter Verwendung des in Kapitel 3.2.2 beschriebenen
berippten Einfriercontainers eingefroren. Nach dem AnschlieBen der Thermoelemente an das
PC-gestiitzte MeBsystem erfolgte der Wiedererwdrmungsvorgang wie in Kapitel 4.2.4 be-
schrieben bei gleichzeitiger Temperaturerfassung. Eine Zusammenstellung der jeweils verwen-

deten Versuchsparameter findet sich im Anhang in Kapitel 8.3.

4.3.3 Ermittlung der Tauzeit

Bild 4.9 zeigt exemplarisch einen der gemessenen Temperaturverldufe. Zu Beginn des Wieder-
erwarmungsvorganges steigen die Temperaturen an allen MefBstellen asymptotisch auf die
Schmelztemperatur an, um dann zu verschiedenen Zeiten auf eine konstante Temperatur einzu-
schwenken, die als Plateauphase bezeichnet wird. Beim Erreichen des Plateaus ist der Schmelz-
vorgang an der jeweiligen MeBstelle beendet. Nach der Plateauphase verlaufen die
Temperaturen fast identisch (kein Temperaturgradient innerhalb der Probe) und ndhern sich

asymptotisch der Temperatur des Wasser-Reservoirs an (hier 60 °C).

42.Daher wurde die maximale Anzahl der MeBkanéle (8 bei dem hier verwendetem MeBsystem) gewéhlt
und als Auswertungsmethode zur Ermittlung der Tauzeit die in Kapitel 4.3.3 beschriebene Tangenten-
konstruktion gewahlt. Die Thermodréhte wurden durch den Stechdorn-Anschlu} (,,Spikeport™) des
Gefrierbeutels nach aulen gefiihrt, die Durchfiihrungsstelle wurde durch Verkleben mit Epoxydharz-
Kleber abgedichtet.

43. Aus Griinden der sprachlichen Vereinfachung wird im weiteren Verlauf diese Beutelfiillung mit
,, Wasser* bezeichnet.
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Um das Wiedererwdrmungsverhalten quantifizieren zu konnen wurde die von /Jochem 89/ vor-
geschlagene Definition der Tauzeit Atp,,, verwendet. Die Tauzeit gibt die Zeit an, die die Probe

benoétigt, um das Temperaturintervall zu durchlaufen, in dem Zellschidigung stattfinden kann.

60 Tangente B

=12,1°C

Plateau-Temperatur: §

Plateau

-180 Tauzeit: At =479 m

T T T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

t[s]

Bild 4.9: Ermittlung der Tauzeit anhand eines exemplarischen Temperaturverlaufs
Hier: Neues Verfahren, Diisen: 2 x 8 @ 1,7 mm, Orbitalfrequenz: 300 min”!, Beutelfiillung:
isotone NaCl-Lésung, ansonsten: Standard-Parameter nach Tabelle 8.2, Kapitel 8.3

Als untere Grenze des Intervalls wird daher die Glasiibergangstemperatur von reinem Wasser
festgelegt (-135 °C, Punkt @ in Bild 4.9), da unterhalb des Glasiiberganges theoretisch keine
Schiadigung moglich ist (vergl. Kapitel 2.3.5). Als obere Intervallgrenze wird der Zeitpunkt
festgelegt, bei dem das Schmelzen des Eises vollstandig abgeschlossen ist (Punkt @).

Da die Gefrierbeutel vor dem Wiedererwédrmen in Fliissigstickstoff gelagert werden und es
wéhrend des anschlieBenden Einspannens in den Spannrahmen bereits zum Wérmeeintrag
kommt, hat sich zu Beginn des Wiedererwdrmungsvorganges bereits ein Temperaturgradient
innerhalb der Probe aufgebaut. Daher wird zur Bestimmung des Uberschreitens der Glasiiber-
gangstemperatur (Punkt @) die aus allen Temperaturen ¥...0g arithmetisch gemittelte Tempe-
ratur O, herangezogen. Aufgrund des steilen Temperaturanstiegs zu Beginn des

Wiedererwiarmungsvorganges kann der dadurch verursachte Fehler als vernachldssigbar
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angesehen werden. Der vollstindige Abschlu3 des Schmelzvorganges (oberen Grenze des In-
tervalls) entspricht dem Zeitpunkt, an dem die Temperatur an allen Orten der Probe das Plateau
erreicht hat, was dem Ende der Plateauphase entspricht. Da nur endlich viele MeBstellen vor-
handen sind, kann genau der Ort, an dem die Temperatur zuletzt auf das Plateau einschwenkt,
an dem also der Schmelzvorgang zuletzt abgeschlossen wird, nicht erfalit werden. Aus diesem
Grund wird der gesuchte Punkt @ als Schnittpunkt einer Tangentenkonstruktion ermittelt:
Tangente A entspricht gerade dem Plateau, Tangente B wird durch Anschmiegen an den asym-

ptotischen Verlauf nach der Plateauphase ermittelt**.

4.3.4 Ergebnisse und Diskussion

Bild 4.10 zeigt die ermittelten Tauzeiten zunichst als Vergleich zwischen dem Schiittelwasser-
bad und dem neuen Verfahren. Durch die Verwendung der Orbitalbewegung 146t sich die Tau-
zeit bereits ohne Betrieb der Pralldiisen von ca. 100 s auf 80 s verringern. Die Schiittelfrequenz
des Wasserbades sowie die eingestellte Orbitalfrequenz beim neuen Verfahren waren identisch
(360 min'l). Da der Hub des Schiittelwasserbades mit 25 mm und der Durchmesser der Orbital-
bewegung mit 30 mm (entsprechend einer Exzentrizitdt von rg,, = 15 mm) ebenfalls nahezu
gleich groB sind, 146t sich folgern, dal die Verwendung der orbitalen anstelle der translatori-
schen Schiittelbewegung bereits schnelleres Wiedererwdrmen ermdglicht. Durch den Einsatz
der Pralldiisen 146t sich die Tauzeit nochmals auf ca. 66 s verringern, so da3 der positive Effekt

der beiden grundlegenden Mechanismen des neuen Verfahrens damit deutlich wird.

44.Diese graphische Methode der Auswertung ist nur bedingt genau, vor allem aber 148t sich kein Mef3-
fehler im klassischen Sinn angeben. Aufgrund der begrenzten Anzahl an MeBstellen sowie der fehlen-
den Moglichkeit, die Thermoelemente an definierten Orten im Beutel zu fixieren, kann die Methode
dennoch als geeigneter Kompromifl angesehen werden.
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Bild 4.10:Einfluf des Verfahrens auf die gemessene Tauzeit: Vergleich des Schiittelwasserbades (SWB)
mit dem neuen Verfahren (NV) mit und ohne Diisen. Als Beutelfiillung wurde HES L200 ver-
wendet (s. Kapitel 8.1); alle weiteren Parameter: Kapitel 8.3

Bild 4.11 zeigt die Tauzeit fiir verschiedene Beutelfiillungen. Die Verwendung einer niedermo-
lekularen Hydroxyethylstirkelosung mit einem mittlerem Molekulargewicht von
MW = 70.000 g/mol fiihrte im Vergleich zu der bei den bisher beschriebenen Versuchen einge-
setzten mittelmolekularen Stirke mit MW = 200.000 g/mol zu einer deutlichen Verringerung
der Tauzeit. Bei Verwendung von Wasser als Beutelfiillung wurden noch geringere Tauzeiten
gemessen. Das Wiedererwidrmungsverhalten hingt demnach offensichtlich vom Molekularge-
wicht der HES ab, was sich durch eine bessere Durchmischung bzw. einen verbesserten War-
meiibergang innerhalb des Beutels aufgrund der geringeren Viskositit erkldren 14Bt. Eine

ausfiihrlichere Betrachtung dieses Effekts erfolgt in Kapitel 4.4.4.
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Bild 4.11:Einfluf3 der Beutelfiillung auf die gemessene Tauzeit: Vergleich mittelmolekularer HES mit
MW = 200.000 g/mol (L200) mit niedermolekularer HES mit MW = 70.000 g/mol (BE70) und
mit Wasser (H,0). Nihre Angaben zu den verwendeten HES-Modifikationen: s. Kapitel 8.1

Bild 4.12 zeigt die gemessenen Plateau-Temperaturen fiir die verschiedenen Beutelfiillungen.
Fiir die niedermolekulare HES, vor allem aber fiir Wasser ergeben sich deutlich geringere Werte
verglichen mit der mittelmolekularen HES. Eine mdgliche Erklérung stellt ebenfalls die durch

die geringere Viskositdt bedingte Verbesserung des Warmeiibergangs im Beutelinneren dar.

Fiir die Optimierung des Verfahrens sind beide Ergebnisse von entscheidender Bedeutung. Aus
einer Verringerung des Molekulargewichts resultiert einerseits schnelleres Wiedererwérmen,
andererseits verringert sich dadurch auch die Plateau-Temperatur, die ja die Temperatur in der
fliissigen Phase, also dem wihrend des Wiedererwirmens bereits geschmolzenen Teil der Probe
darstellt. Da eine mogliche Uberhitzung der Probe, die zu Zellschidigung fiihren kann, in jedem
Fall mit erhohten Plateau-Temperaturen einhergeht, ergibt sich bei Beutelfiillungen mit gerin-
gerem Molekulargewicht eventuell die Moglichkeit, durch verbesserten Warmeeintrag oder ho-

here Wasserbadtemperaturen ein noch schnelleres Wiedererwdrmen zu erreichen, ohne
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Uberhitzung zu riskieren. Dieser Effekt wird anhand der Ergebnisse der numerischen Simulati-
on in Kapitel 4.4.6 diskutiert und bildet auBerdem die Grundlage der in Kapitel 5.4 dargestellten

Studie zum Einfluf3 der Wasserbadtemperatur.
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Bild 4.12:Einfluf3 der Beutelfiillung auf die gemessenen Plateau-Temperaturen

Bei der im Folgenden vorgestellten Messung wurde der Einflull der Orbitalfrequenz sowie des
Diisendurchmessers untersucht. Als Beutelfiillung wurde Wasser verwendet. Bild 4.13 verdeut-
licht, dal die ermittelten Tauzeiten mit zunehmender Orbitalfrequenz abfallen, wobei sich ab

einer Frequenz von fg,, = 240 min™!

ein Séttigungsverhalten einzustellen scheint. Dies wiirde
bedeuten, dall eine weitere Erhohung der Drehzahl keine oder nur noch geringe Verringerung
der Tauzeit mit sich bringt. Anderseits ist dieses Verhalten durch die Lage der MeBpunkte im
oberen Drehzahlbereich durchaus nicht eindeutig. Im Gegensatz dazu weichen die MeBBpunkte
fiir die Plateau-Temperatur in Bild 4.14 deutlich weniger stark von der durch Approximation
ermittelten Ausgleichskurve ab (Sowohl fiir Atr,, als auch fiir Opjy¢e,, €xponentieller Abfall 1.

Ordnung).
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Bild 4.13:Tauzeit in Abhdngigkeit von der Orbitalfrequenz und vom Durchmesser der Pralldiisen

Begriinden 148t sich dies durch die Ungenauigkeit bei der Ermittlung der Tauzeit nach dem in
Kapitel 4.3.3 beschriebenen Tangenten-Verfahren. Die Ermittlung der Plateau-Temperatur da-
gegen kann als weniger fehlerbehaftet angesehen werden. Der Verlauf der Plateau-Temperatur
1aBt einen weiteren, wenn auch nur noch geringfiligigen Effekt auf das Wiedererwarmungsver-
halten mit zunehmender Drehzahl erwarten, da die Sattigung im oberen Drehzahlbereich hier
noch nicht erreicht wurde. Der Vergleich zwischen den verschiedenen Bohrungsdurchmessern
der Diisen zeigt fiir Atr,, und Opj,eq, gleichermaflen kleinere Werte mit zunehmenden Durch-
messer. Da die Diisen hierbei jeweils mit dem gleichen Druck von 3 bar gespeist wurden, deckt
sich dieses Ergebnis mit der in Kapitel 4.2.2 dargestellten Untersuchungen zur Verformung der
Beutelkontur. Die bei zunehmenden Durchmessern erzeugte VergroBerung der Verformung
wiirde demnach durch Verbesserung der Durchmischung des Beutelinhalts zu schnellerem Wie-

dererwarmen fihren.
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Bild 4.14:Plateau-Temperatur in Abhdngigkeit von der Orbitalfrequenz und vom Durchmesser der
Pralldiisen

4.4 Modellierung des Wiedererwirmungsverhaltens

Zielsetzung bei der Implementierung und Anwendung des im Folgenden vorgestellten Modells
zur numerischen Simulation war es, den qualitativen Einflul verschiedener Parameter auf das
Wiedererwiarmungsverhalten zu ermitteln. AnlaB3 dazu gab die Fragestellung, ob und inwieweit
sich das entwickelte Verfahren hinsichtlich eines noch schnelleren Wiedererwiarmens optimie-
ren 14Bt. Zur Anwendung des Modells war es zunéchst erforderlich, die beim Wiedererwérmen
entscheidenden Wirmeiibergédnge zu analysieren bzw. zu ermitteln (Kapitel 4.4.1 bis
Kapitel 4.4.4). Im Anschluf an die Erlduterung des eigentlichen Modells (Kapitel 4.4.5) wird
eine damit vorgenommene Parameterstudie dargestellt (Kapitel 4.4.6), deren Ergebnisse
schlieBlich mit den MefBergebnissen aus Kapitel 4.3.4 verglichen (Kapitel 4.5) und diskutiert
werden (Kapitel 4.6).
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4.4.1 Wirmeiibergang beim Wiedererwirmen

Hinsichtlich des Warmeiibergangs wurden eine Reihe von vereinfachenden Annahmen getrof-

fen, die im Folgenden erldutert werden.
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Bild 4.15: Schema der beim Wiedererwdrmen mafsgeblichen Wéirmeiibergdnge

Da die Geometrie des Gefrierguts plattenformig ist, die Schichtdicke d also klein gegeniiber den
iibrigen Abmessungen ist, kann der Randeinflu3, der durch mehrdimensionalen Wérmeeintrag
an den Kanten und Ecken der Probe verursacht wird, vernachldssigt werden. Das Problem kann
daher als eindimensionales Warmeiibergangsproblem definiert werden, es wird also nur der

Wirmestrom senkrecht zur Oberflache des Gefrierguts betrachtet.

Eine weitere Vereinfachung besteht in der Annahme von Symmetrie zur Beutelmitte, die da-
durch begriindet ist, da3 sowohl die Geometrie der Probe, als auch der Warmeeintrag durch das
Pralldiisenfeld entsprechende Symmetrie aufweisen. Es wird demnach, wie in Bild 4.15 darge-
stellt, nur der Warmestrom vom Wasser-Reservoir bis zur Beutelmitte (bis zur halben Schicht-

dicke d/2) betrachtet.
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Der durch das Pralldiisenfeld bedingte konvektive Warmetibergang vom Reservoir auf die Beu-
teloberflidche wird durch den hier als o350, bezeichneten dulleren Wérmeiibergangskoeffizient
beschrieben. Die Bestimmung von o,,3., anhand der Geometrie und Anordnung der Diisen
wird nach einem in Kapitel 4.4.2 erlduterten Modell vorgenommen, welches durch instationére
Messungen des Erwidrmungsverhaltens einer Kupferplatte (Kapitel 4.4.3) validiert wurde. In

der Beutelwand wird nur Wéarmeleitung betrachtet.

Sobald die Gleichgewichts-Friertemperatur an der Innenseite des Gefrierbeutels iiberschritten
wird, setzt das Schmelzen der Probe ein und es liegen fliissige und feste Phase gleichzeitig vor.
Dabei wird angenommen, dal} es nicht zu einer Durchmischung der Phasen in Richtung der
Schichtdicke kommt, sondern die Phasen wie in Bild 4.15 skizziert mit einer in Richtung zur
Beutelmitte wandernden Eisfront nebeneinander geschichtet vorliegen. Der Warmetransport
durch die Fliissigphase wird ebenfalls als konvektiv angenommen. Fiir den Wiarmetiibergang
von der Beutelwand zur Fliissigkeit sowie von der Fliissigkeit zur Eisfront wurden dabei auf-
grund gleich grofler Austauschflachen identische Wiarmeiibergangskoeffizienten angenommen

/Jochem 98/:

O(‘i,l = OLi,2 = O(‘innen (4])

Der innere Warmeiibergangskoeftizient oo, wird in Kapitel 4.4.4 erlautert.

4.4.2  Modell fiir den dufleren Wirmeiibergang

Zur Ermittlung des duBeren Wiarmeiibergangskoeffizienten o,,p., wurde der von /Martin 77/
vorgeschlagene empirische Ansatz zur Berechnung des integralen Warmeiibergangs von Prall-
diisenfeldern verwendet. Danach ergibt sich die mittlere NuBelt-Zahl Nu fiir ein Feld regelmi-

Big angeordneter Runddiisen zu:

1-2,2-.Jf n3 042
1+o,2-(g—6)-ff

Nu = K- Jf - 4.2)

Der Parameter f in Gleichung 4.2 beschreibt hierbei als relative Diisenfliche das Verhéltnis von

Diisenfliche zur Warmeaustauschfldche mit L als Diisenabstand (Diisenteilung):

f= (4.3)
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Der Korrekturfaktor K mit H als Abstand zwischen Diisen und Warmeaustauschfldche dient der

Korrektur fiir groBe Abstinde:

H/D 6 +—0,05
«=[+laep ] “
Mit
_ (04 .
Nu = ﬁTD (4.5)

1aBt sich o, 50, flir die entsprechende Diisengeometrie und -anordnung berechnen.

Nach /Martin 77/ lassen sich fiir einen vorgegebenen Wert fiir H auf rein analytischem Weg die

Werte von Lt und D hinsichtlich des Warmeiibergangs optimieren45 :

In

1
DOpt 3 “H (4.6)

7
LT,Opt s “H (4.7)

Die diesem Modell zugrunde liegenden Messungen gehen aus Arbeiten hervor, die ausnahmslos
aus dem Bereich der Trocknungstechnik stammen. Dementsprechend wurde mit Gasstrémun-
gen gearbeitet. Arbeiten, die den Warmetibergang von Prallstromungen bei Fliissigkeiten be-
handeln, liegen nicht vor. Da es sich um ein Ahnlichkeitsmodell handelt, sollte eine
Ubertragbarkeit auf Fliissigkeitsstromungen zwar gegeben sein, eine experimentelle Uberprii-

fung wurde dennoch vorgenommen und wird im folgenden Kapitel vorgestellt.

4.4.3 Instationire Messung des dulleren Wirmeiibergangs

Analog zu den in Kapitel 3.4.2 dargestellten Messungen wurde der Wérmeiibergang der Prall-
stromung iiber das Erwadrmungsverhalten einer Kupferplatte ermittelt. Um unter moglichst rea-
listischen Stromungsbedingungen messen zu konnen, wurde die Platte in dem fiir die
Gefrierbeutel vorgesehenen Spannrahmen fixiert. Die Platte wurde durch Absenken in das
Reservoir von Raumtemperatur auf 60 °C erwdarmt. Um den EinfluB3 der Strdmungsgeschwin-

digkeit mit zu erfassen, wurde der Druck zur Speisung der Diisen von 0,5 bar bis zum

45. Aufgrund der Abmessungen des Spannrahmens sowie der Notwendigkeit eines Sicherheitsabstandes
zwischen Spannrahmen und Diisen beim pneumatischen Absenken der Probe zwischen die Pralldiisen-
felder war ein Abstand von H =26 mm erforderlich. Die aus Gleichung 4.6 und Gleichung 4.7 resultie-
renden Werte fiir Lt und D wéren damit jedoch konstruktiv nicht realisierbar gewesen.
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Maximalwert variiert. Bild 4.16 zeigt die aus den Temperaturverlédufen ermittelten Wéarmeiiber-
gangskoeffizienten im Vergleich zu den mit Hilfe des empirischen Ansatzes von /Martin 77/

errechneten Werten (vergl. Kapitel 4.4.2).
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Bild 4.16: Vergleich der Meflergebnisse der instationdren Wirmeiibergangsmessung mit den nach
/Martin 77/ ermittelten Werten. Die Messungen erfolgten durch Erwdrmen einer Kupferplatte
(225mm x 117mm, Dicke 10mm) im Pralldiisenfeld (6 Diisen pro Seite; Abstand Diise-Platte:
H =26mm)

Die Ubereinstimmung zwischen gemessenen und errechneten Werten ist iiberzeugend und
spricht dafiir, das empirische Modell fiir die weitere Entwicklung des Gesamtmodells bzw. fiir
den in Kapitel 4.5 vorgenommenen Vergleich zwischen Berechnungen und Messungen des

Wiedererwiarmungsverhaltens zu verwenden.

4.4.4 Innerer Wirmeiibergang

Fiir den inneren Warmeiibergang, also den in Kapitel 4.4.1 erlduterten Warmeiibergang von der
Beutelwand zur Fliissigkeit bzw. von der Fliissigkeit zur Eisfront konnte zundchst kein ver-
gleichbares Modell gefunden werden. Problematisch sind hierbei die komplexen Strémungs-

verhéltnisse im Fliissigkeitsgebiet der Probe. Diese werden bestimmt durch die Form und
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Bewegung der Beutelkontur. Die in Kapitel 4.2.2 optisch dargestellten Verformungen bewegen
sich relativ zur Oberfldche des Gefrierbeutels. Ebenfalls unbekannt ist die Form und Bewegung
des Resteises, welches, wie in Kapitel 4.4.1 erldutert, vereinfachend in Form einer planaren Eis-

front dargestellt wird®0.

Um mogliche EinfluBgréen zu ermitteln, wurde zur Orientierung ein relativ einfaches Warme-
iibergangsproblem herangezogen. Fiir eine langsangestromte, ebene Platte ergibt sich bei lami-

narer Anstr('imung47 nach /VDI-Wirmeatlas, Abschnitt Gd/ die NuB3elt-Zahl zu:

Nu,,, = 0,664 - JRe - 3/Pr (4.8)

Mit den Definitionen der dimensionslosen Kennzahlen

o-/
Nulam = T (4 9)
w-l
Re = — (4.10)
%
V . - C
pr= P “4.11)
A
1aBt sich die Abhéngigkeit von entscheidenden Parametern fiir den Warmeiibergangskoeffizient
ermitteln:
o~ Aw (4.12)
_l
o~v o (4.13)

Auch wenn das real vorliegende Wiarmeiibergangsproblem dem durch Gleichung 4.8 empirisch

beschriebenen der langsangestromten Platte nicht genau entspricht, da es sich anstelle einer

46. Beim realen Wiedererwiarmungsvorgang findet neben der tragheitsbedingten Bewegung parallel zur
Beteloberfldche wahrscheinlich auch eine Bewegung des Resteises senkrecht dazu statt, da das Eis in
der Symmetrieebene nicht fixiert ist. Moglicherweise setzt diese aber erst gegen Ende des Vorgangs
ein, wenn die Eisfront ,,aufbricht“, das Resteis also die Form mehrerer Eisstiicke annimmt. Da das vor-
gestellte Modell eindimensionalen Warmetransport voraussetzt, kann dieser Zustand damit allerdings
nicht beschrieben werden.

47. Ermittelt man die Reynolds-Zahl (Gleichung 4.10) mit der Umfangsgeschwindigkeit der Orbitalbewe-
gung als Stromungsgeschwindigkeit w, und dem Kreisumfang der Orbitalbewegung als charakteristi-
sche Lénge 1, dann ergibt sich fiir Wasser ein Wert von Re = 5,3-10%, was deutlich unterhalb der
kritischen Reynolds-Zahl von Rey;; = 5.10° liegt. Da sich fiir Hydroxyethylstiarkelosung aufgrund der

hoheren Viskositét eine kleinere Reynolds-Zahl ergibt, ist die Stromung innerhalb der Fliissigphase
demnach in jedem Fall laminar.
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Liangsbewegung um eine oszillierende Bewegung handelt, kann davon ausgegangen werden,
daf3 die Geschwindigkeit der Anstrémung w und die kinematische Viskositit der Fliissigkeit v

einen vergleichbaren Einfluf auf den Warmeiibergang innerhalb der fliissigen Phase in der Pro-

be haben.

Die Geschwindigkeit der Anstromung w lie3e sich demnach durch die Frequenz und die Am-
plitude der Orbitalbewegung beeinflussen. Eine Erhhung der Orbitalfrequenz sollte demnach
durch einen hoheren Warmeiibergang in der Fliissigphase zu schnellerem Wiedererwiarmen fiih-

ren, was durch die in Kapitel 4.3.4 dargestellten Ergebnisse bereits gezeigt wurde.

Eine weitere, aus Gleichung 4.13 resultierende Moglichkeit wére die Verringerung der Visko-
sitit des Beutelinhalts, was durch die Verwendung von niedermolekularer HES realisiert wurde.
Diese wird bei den Studien zur Kryokonservierung (s. Kapitel 5) als Alternative zu der bisher

verwendeten, mittelmolekularen HES als Gefrierschutzadditiv eingesetzt.

160 + HES MW DS
J [g/mol] N
140 m BE 450.000 0,7
® BE 200.000 0,5
L A | 200.000 0,62
120 - v BE 130.000 04
¢ BE 70.000 0,5

dynamische Viskositat n [1 0'3Pas]

T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temperatur 9 [°C]

Bild 4.17:Dynamische Viskositdt verschiedener HES-Modifikationen (vergl. Kapitel 8.1) im Tempera-
turbereich 1 °C ... 40 °C. Die Konzentration der getesteten Losungen war 20 Gew-%. Die
Messungen erfolgten mit Hilfe eines drehzahlgeregelten Rotationsviskosimeters (Haake VT
500 - Mefeinrichtung NV Doppelzylinder). Die Temperierung der Proben erfolgte durch einen
Kryostat (Haake F3) mit £ 1K Genauigkeit. Die Probentemperatur wurde direkt im Mefispalt
gemessen.
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Bild 4.17 zeigt die gemessenen Viskositdten verschiedener HES-Modifikationen. Eine Abhén-

gigkeit der Viskositidt vom Molekulargewicht der getesteten Stiarken ist offensichtlich.

Die Viskositdt der im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals getesteten niedermolekularen
HES BE70 ist demnach ca. um den Faktor 1,5 geringer im Vergleich zu der mittelmolekularen
HES L200, die bei bisherigen Arbeiten verwendet wurde (s. Kapitel 2.3.5). Der Einflu3 auf den
inneren Warmeiibergang durch die Verwendung der HES BE70 anstelle HES L200 wiirde nach
Gleichung 4.13 aufgrund des kleinen Exponenten nur sehr gering ausfallen (Der Wert fiir o, 0p
liegt rechnerisch lediglich um den Faktor 1,07 hoher). Die Tatsache, daB3 auch die iibrigen in
Gleichung 4.8 eingehenden Stoffwerte (A, p, cp) bei verschiedenen HES-Modifikationen nicht

identisch sein diirften, wurde bei dieser Abwagung Vernachléissigt48.

Die in Kapitel 4.3.4 dargestellten Ergebnisse zum Wiedererwdrmungsverhalten zeigen jedoch
eindeutig, dal} die Verwendung der niedermolekularen HES zu geringeren Tauzeiten und damit
zu schnellerem Wiedererwarmen fiihrt. Noch ausgepriagter war der Effekt bei Verwendung von

Wasser als Beutelfiillung, was sich ebenfalls durch die geringe Viskositét begriinden 14Bt*.

Die Tatsache, daB fiir o, kein anwendbares Modell vorlag, fiihrte dazu, da3 das Gesamtmo-
dell zur Simulation des Wiedererwdrmungsverhaltens in sich nicht geschlossen war. Dement-
sprechend konnte zunichst nur eine Parametervariation durchgefiihrt werden (Variation von
Olinnen UNd Oy pen» S- Kapitel 4.4.6). In Kapitel 4.5 wird dann tiber den Zusammenhang zwischen
Tauzeit und Plateau-Temperatur ein Vergleich der Ergebnisse aus Simulation und Messung
vorgenommen mit dem Ziel, durch eine Verkniipfung von simulierten und gemessenen Werten
den inneren Wiarmeiibergangskoeffizienten indirekt in Abhéngigkeit von Orbitalfrequenz und

Diisendurchmesser zu ermitteln.

4.4.5 Numerische Simulation des Wiedererwirmungsvorganges

Eine ausfiihrliche Beschreibung des verwendeten Modells findet sich bei /Hartmann 87a/, wih-
rend bei /Jochem 89/ insbesondere die Modifikation des Modells zur Beschreibung von

Schmelzvorgédngen mit innerer Konvektion dargestellt wird.

Bei dem durch die numerische Simulation zu 16senden Problem handelt es sich um einen insta-

tiondren Schmelzvorgang, der dadurch gekennzeichnet ist, da3 zur Phasenumwandlung die

48. Eine Bestimmung wire (mit Ausnahme der Dichte) sehr aufwendig, und der Zielsetzung, nur den prin-
zipiellen Einfluf der Viskositét zu ermitteln, nicht angemessen.

49. Wasser bei 20 C°: n=1,0- 1073 Pas im Vergleich zu 20...30-1073 Pas fiir HES-Lo6sung
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Latentwirme zugefiihrt werden muf. Zudem ist der Ort der Phasengrenze verdnderlich
(,,moving boundary problem*). Eine analytische Losung dieses Problems ist daher nur fiir we-
nige Spezialfillen moglich. Der verwendete numerische Losungsansatz beinhaltet im Wesent-

lichen die folgenden Annahmen bzw. Vereinachungen:

- Eindimensionales Problem, Symmetrie (vergl. Kapitel 4.4.1)

- Keine Beriicksichtigung hoher strukturierter Eisfrontmorphologie (z.B. dendritische Eis-
front): Der Mischbereich, in dem in der Ebene quer zur Warmestromrichtung sowohl Eis als

auch Losung vorkommen, wird integral betrachtet (,,mushy region®)

- Keine Berticksichtigung von Diffusion: Durch den Konzentrationsanstieg vor der Eisfront
und dem resultierenden Stoffstrom in das Losungsgebiet hinein liegen in erstarrten Proben
Konzentrationsgradienten in Wairmestromrichtung vor. Dieser Effekt wurde von
/Jochem 89/ bei der Simulation des Einfriervorgangs durch Implementierung eines Diffusi-
onsmodells beriicksichtigt und konnte auch experimentell iiberpriift werden. Daher miifite
das beim Erstarren entstandene Konzentrationsprofil bei der Simulation des Wiedererwiér-
mens als Anfangsbedingung beriicksichtigt werden. Da der Effekt aber lediglich in den

Randbereichen der Probe und in der Probenmitte auftritt, wurde er vernachléssigt.
- Keine Beriicksichtigung des Volumensprungs beim Phaseniibergang (Wasser-Eis ca. 9 %)
- Als Modellosung wurde Wasser-Natriumchlorid verwendet™’.

Aus den oben genannten Annahmen ergibt sich fiir das System als numerisch zu 16sende Diffe-
rentialgleichung die Fourier'sche Gleichung fiir eindimensionale, instationire Wérmeleitung

Zu:

p-cp-%—f+p-L%(ch—°i[) =§_x(x.%_§) (4.14)

Neben dem Term fiir die sensible Wiarme wird die Gleichung auf der linken Seite um einen La-
tentwérmeterm erweitert, wobei die partielle Ableitung von cy/cy jq der zeitlichen Anderung des

Eisanteils entspricht. Dabei ergibt sich der Zusammenhang zwischen Ldsungskonzentration

50. Der Ubertragbarkeit von Ergebnissen der Simulation auf das Erstarrungs- bzw. Schmelzverhalten
kryoprotektiver Losungen wird durch die Wahl von Wasser-Natriumchlorid als Modellésung generell
eingeschrinkt. Diese Vereinfachung wurde bei der Erstellung des Modells getroffen, da die fiir
kryoprotektive Losungen erforderlichen Stoffwerte insbesondere unterhalb der Erstarrungstemperatur
weitgehend unbekannt sind /Heschel 02, Hartmann §7a/. Da zum Vergleich mit dem Modell nur die
Messungen des Wiedererwarmungsverhaltens herangezogenen wurden, die ebenfalls mit Wasser-Natri-
umchlorid als Beutelfiillung gemacht wurden (Kapitel 4.5), gilt die Einschrinkung in diesem Fall
jedoch nicht.
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cLiqund Temperatur T unter der Annahme thermischen Gleichgewichts tiber die Hebelregel aus

dem Phasenzustandsdiagramm (vergl. Kapitel 2.1.1):

Clig = Cog(T) (4.15)

Dieser Zusammenhang entspricht der oben genannten integralen Betrachtung des Mischbe-

reichs.

Die numerische Losung der DGL erfolgt zunédchst durch eine zeitliche und 6rtliche Diskretisie-
rung nach dem Finite-Differenzenverfahren. Dadurch entsteht aus der nichtlinearen DGL ein
System nichtlinearer, gewohnlicher Gleichungen, die durch das Newton-Verfahren bzw. durch

einen einfachen Fixpunktalgorithmus gelost werden.

Der konvektive Wérmetransport innerhalb der Fliissigphase (vergl. Kapitel 4.4.1) wurde fol-
gendermallen modelliert: Durch die identischen Warmeiibergangskoeffizienten Beutelwand -
Flussigkeit und Fliissigkeit - Eisfront (0t,nen) €rgibt sich an den Grenzschichten jeweils ein de-
finierter Temperaturgradient. Fiir den dazwischen liegenden Bereich wird die Warmeleitfahig-
keit mit dem Faktor 1010 multipliziert, so daf ein Gebiet konstanter Temperatur entsteht, wie es
bei rein konvektivem Wirmetransport ndherungsweise auftreten wiirde, wenn man die Grenz-

schicht unberticksichtigt 14ft.

Bild 4.18 zeigt exemplarisch die bei einem Rechenlauf ermittelten Temperaturverldufe. Der
eigentliche Bereich der Probe (von x = 0 bis x =5 mm) wurde in 250 Abschnitte diskretisiert>!,
deren berechnete Temperaturen einen asymptotischen Anstieg auf die Schmelztemperatur auf-
weisen, wie er in gleicher Weise bei den im Gefrierbeutel gemessenen Temperaturverldufen
vorlag (Kapitel 4.3.3). Das nachfolgende Einschwenken auf das Plateau ist ebenfalls vorhan-
den. Auffallig ist der mit 36,5 K relativ grole Temperaturabfall {iber der Beutelfolie, der aus der
geringen Warmeleitfahigkeit der verwendeten PTFE/PI-Verbundfolie resultiert (Werte in
Kapitel 8.5). Sehr gering dagegen ist mit 2,1 K die Temperaturdifferenz zwischen der Aulen-
seite der Folie und dem Wasser-Reservoir, was bereits darauf hinweist, dall der dullere Warme-
tibergang wenig Einfluf} auf das Wiedererwdrmungsverhalten hat, solange o,,,3., 1n der hier

vorgegebenen Groflenordnung liegtsz.

51. Dargestellt sind nur 11 Verldufe, also inklusive der Grenzschichten jeder 25. Verlauf
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r Wasserbadtemperatur: 9, = 60 C°

t Grenzschicht Wasser - Folie
40 S 2,1K 36,5K
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Bild 4.18:Exemplarische Temperaturverliufe als Ergebnisse der numerischen Simulation, hier fiir
Cpen = 2,510 Wm? K 00 = 5,0-10° W2 K.

Tauzeit und Plateau-Temperatur wurden analog zu den gemessenen Verldufen bestimmt. Fiir
die Bestimmung des Endes der Plateau-Phase ist im Fall der Simulationsergebnisse keine Tan-

genten-Konstruktion erforderlich, da dafiir der errechnete Temperaturverlauf der Beutelmitte

zur Verfiigung steht.

4.4.6 Ergebnisse der Modellierung
Bild 4.19 zeigt die aus der Parametervariation ermittelten Tauzeiten. Variiert wurde der innere
Wirmeiibergangskoeffizient von 0 ,en = 5,0-102 W m? K™! bis o0y = 6,0-10° W m™? K!

und der duBere Wirmeiibergangskoeffizient o,a., iiber zwei Dekaden (10> W m2 K! bis

52. Hinsichtlich des Wéarmeeintrags vom Wasserreservoir auf die Probe ist demnach nicht der duflere Wir-
metlibergangskoeffizient, sondern der Warmeleitwiderstand der Beutelfolie die kritische Stelle (,,bottle-
neck®). Konsequenterweise wiirde eine Optimierung des Warmeeintrags eine Verringerung der Folien-
stirke bzw. eine VergroBerung der Warmeleitfahigkeit durch die Wahl des Materials beinhalten.
Aufgrund der vielseitigen Anforderungen an die Beutelfolie (z.B. Bruchfestigkeit im Tieftemperatur-
bereich, Verschwei3barkeit und Himokompatibilitdt) sowie der Beschrankung auf kommerziell erhélt-
liche Beutelsysteme konnte diese Moglichkeit der Optimierung nicht verfolgt werden.
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10° W m2 K. Die Wasserbad-Temperatur wurde mit 60 °C als konstant angenommen.

Die Tauzeit féllt monoton mit zunehmenden Werten fiir o;,,o,- Da der Verlauf fiir grolere Wer-
te von O, deutlich flacher wird, ergibt sich ein sittigungsdhnliches Verhalten. Eine weiter-
gehende Verbesserung des inneren Wérmeiibergangs wiirde demnach kaum noch
Auswirkungen auf die Tauzeit haben. Dies gilt prinzipiell unabhéngig vom Einfluf3 des dulleren
Wirmeiibergangs. Dieser flihrt zwar bei einer Steigerung von 10°Wm?2 K auf
10°-W m2 K'! zu einer deutlichen Verringerung der Tauzeiten. Der Bereich von Olinnens der
nach den in Kapitel 4.4.2 und Kapitel 4.4.3 beschriebenen Berechnungen und Messungen mit

dem Pralldiisenfeld erzielt wird, liegt jedoch innerhalb der zweiten betrachteten Dekade (zwi-

schen 1,5- 10*W m2 K und 3,5 10* W m™ K'l; in Bild 4.19 schraffiert eingezeichnet).

160 - .
0('au[Sen [Wm- -K_ ]
140 . L] 1,0'103
e 1,010
1 @ 1.5.10* } Bereich
7, pPrall-
120 — 3,510 dusenfeld
) s 1,010°
£
= ]
s
© 80 —
|_
60
| ——t——2
40 jr e
,t/ ! | ! | ! | ! | ! | ! |
1x10° 2x10° 3x10° 4x10° 5x10° 6x10°
o [W-m?ZK"]
Innen

Bild 4.19:Ergebnisse der Parametervariation.: Tauzeit in Abhdngigkeit vom inneren Wirmeiibergangs-

koeffizienten Gy, mit dem dufseren Wirmeiibergangskoeffizienten o, p,, als Kurven-
parameter.

Demnach hat der duBlere Warmetibergang, sofern er in dieser Grof3enordnung liegt, keinen mafi-
geblichen Einfluf3 auf die Tauzeit. Plausibel wird dieser Effekt, wenn man einerseits die um na-
hezu eine Zehnerpotenz hohere Gréenordnung von o, 50, im Vergleich zu oy, 1n Betracht

zieht. Andererseits wird der innere Warmetibergangskoeftizient in dem Modell sowohl fiir die
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Grenzflache Beutelwand - Fliissigkeit, als auch fiir die Grenzfldache Fliissigkeit - Eisfront be-

riicksichtigt, tritt also in Warmestromrichtung doppelt auf (vergl. Bild 4.15).

Bild 4.20 zeigt die ausgewerteten Plateau-Temperaturen der Parameterstudie. Eine Erh6hung
des inneren Wirmetibergangskoeffizienten o, fithrt demnach zur Verringerung der Plateau-
Temperatur ¥pj,e,, Mit einem sittigungsidhnlichen Verhalten, analog zum Verlauf der Tauzeit
in Bild 4.19. Der dullere Wirmeiibergangskoeftizienten hat auf die Plateau-Temperatur im Ge-
gensatz zur Tauzeit den entgegengesetzten Effekt: Bedingt durch die verbesserte Warmezufuhr

von der Beutelwand in die Fliissigphase steigt Opj,ieq, Mit zunehmenden Werten fiir o, gop,.

Dabei gilt analog zur Tauzeit, dal o, 5., bei Werten, die in der durch das Pralldiisenfeld erziel-
ten GroBenordnung liegen, keinen maB3geblichen Einfluf auf die Plateau-Temperatur mehr hat.

Der entsprechende Bereich ist ebenso wie in Bild 4.19 schraffiert dargestellt.
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Bild 4.20:Ergebnisse der Parametervariation: Plateau-Temperatur in Abhdngigkeit von ¢, mit
OyBen als Kurvenparameter.

Aus den in Kapitel 4.3.2 beschriebenen Messungen der Temperaturverldufe beim Wiedererwér-
men konnten die Parameter Tauzeit Atr,, und Plateau-Temperatur Opj,e,, zur Beschreibung
des Wiedererwdrmungsverhaltens ermittelt werden (Kapitel 4.3.3 und Kapitel 4.3.4). Aus den

dabei verwendeten Parametern beim Betrieb des Pralldusenfeldes 1aBt sich nach dem in



Modellierung des Wiedererwarmungsverhaltens 75

Kapitel 4.4.2 vorgestellten empirischen Ansatz der dulere Warmeiibergangskoeffizient o, gep
ermitteln. Die Parameterstudie dagegen liefert beide Parameter (Atr,, und Opjateqy) In Abhén-
gigkeit von den Warmeiibergangskoeffizienten (0,50, Und Open)- Somit ergab sich die Mog-
lichkeit, durch eine Kombination von MeB- und Simulationsergebnissen den inneren
Wirmeiibergangskoeffizienten o, in Abhingigkeit von den verwendeten Betriebsparame-
tern zu ermitteln. Dabei konnte zur Koppelung von MeB3- und Simulationsergebnissen theore-
tisch entweder Atr,, oder Opyiequ Verwendet werden, in diesem Fall wurde aufgrund der

besseren Bestimmbarkeit (s. Bild 4.13 im Vergleich zu Bild 4.14) Opjaeqy geWahlt.

5x10°
4x10°
f 3x10°
S
S -
é 2x10° 1
g
Dusen:
1x10° E 217mm (G6)
® o24mm (G9)
i A Z28mm (G10)
0L~

| ' | ' | ' | ' |
120 180 240 300 360

Orbitalfrequenz f_ [min™]

Bild 4.21:Innerer Wirmeiibergangskoeffizient in Abhdngigkeit von der Orbitalfrequenz und vom Durch-
messer der Pralldiisen. Der Zusammenhang wurde iiber eine Kombination aus Mef3- und Si-
mulationsergebnissen ermittelt.

Die Ergebnisse zeigt Bild 4.21. Die ermittelten Werte fiir den inneren Warmetibergangskoeffi-
zienten 04,0, Steigen erwartungsgemdfl mit der Orbitalfrequenz f,, monoton an. Ein Sitti-
gungsverhalten ist fiir zunehmende Werte von G4, ist deutlich auszumachen. In Kapitel 4.4.4
wurde dargestellt, dal nach dem als Modellvorstellung herangezogenen Wérmeiibergangspro-
blem der lingsangestromten, ebenen Platte zwischen der Anstromgeschwindigkeit w und dem

Wirmeiibergangskoeffizienten die Beziehung o ~ Jw (Gleichung 4.12) bestehen wiirde.

Nimmt man vereinfachend an, dal die Anstromgeschwindigkeit gerade der Umfangs-
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geschwindigkeit der Orbitalbewegung entspricht, dann wiirde wegen

w =27 70 Jorm (4.16)

fiir den inneren Wirmeiibergangskoeffizienten oo, gelten:

o~ [for (4.17)

Da bei der entsprechenden Versuchsreihe unter Konstanthaltung aller tibriger Parameter ledig-
lich fy, variiert wurde, miilte dieser Zusammenhang uneingeschréinkt gelten. Aufgrund der
Lage der Datenpunkte in Bild 4.21 148t sich dies allerdings ausschlieBen: Der Verlauf weist
zwar durchaus Ahnlichkeit zu einer Wurzelfunktion auf, es kann aber mit Sicherheit ausge-
schlossen werden, daB3 o;,,e, durch den Nullpunkt verldufen wiirde, was bei Giiltigkeit von
Gleichung 4.17 der Fall sein miiBte®. Die Annahme, daB das Wirmeiibergangsproblem der
langsangestromten, ebenen Platte zur Beschreibung des inneren Warmetiibergangs nicht geeig-
net ist, sondern lediglich zur groben Abschdtzung des Einflusses verschiedener Parameter her-
angezogen werden kann, wird dadurch deutlich. Uneingeschrinkt bleibt die Aussage iiber den
Einflufl der Orbitalfrequenz: Sie fiihrt zu einer Verbesserung des innern Warmetiibergangs und
damit zu schnellerem Wiedererwiarmen. Allerdings liegt ein Sittigungsverhalten vor, so dal3 bei
einer Erh6hung tiber den Maximalwert von fq, = 360 min"! hinaus nur noch geringfiigige Ver-

besserungen des Wiedererwiarmungsverhaltens zu erwarten sind.

Die Abhéngigkeit vom Diisendurchmesser 146t sich tiber das Ausmal} der Verformung der Beu-
telkontur erkldren, das ja bereits durch die optische Darstellung der Kontur (s. Kapitel 4.2.2)
veranschaulicht werden konnte. Die bei gro8erem Diisendurchmesser auftretende groBere Ver-

formung hat demnach auch eine Verbesserung der Konvektion im Beutelinneren zur Folge.

Ein Vergleich der ermittelten Werte mit Messungen von /Jochem 89/ zeigt, da3 durch das neue
Verfahren eine deutliche Verbesserung des inneren Wirmeiibergangskoeffizienten erreicht
wurde: Bei Verwendung eines konventionellen Schiittelwasserbades wurde bei einer Schiittel-

frequenz von 120 min™! ein Wert von Olipnen = 1,2- 10° W m2 K ermittelt>*.

53.Die in Bild 4.21 eingezeichneten durchgezogenen Kurven haben lediglich die Funktion von Aus-
gleichskurven und wurden durch Approximation unter Ansetzen eine exponentiellen Séttigungsfunk-
tion ermittelt.

54. Dieser Wert liegt zwar im Vergleich zu den kleineren Orbitalfrequenzen in Bild 4.21 relativ hoch, es
wurden dabei aber deutlich weniger Temperaturmessungen an lediglich 4 Orten in der Probe gemacht.



Vergleich Messungen und Modellierung 77

4.5 Vergleich Messungen und Modellierung

Da zur Beschreibung des inneren Warmeiibergangs kein geeignetes Modell zur Verfiigung
stand, war ein direkter Vergleich der Ergebnisse der in Kapitel 4.3 beschriebenen Messungen
zum Wiedererwiarmungsverhalten mit den Ergebnissen der in Kapitel 4.4 vorgestellten Model-
lierung nicht moglich. Es wurde ein indirekter Vergleich vorgenommen derart, dal3 die fiir jeden
individuellen MefBpunkt ermittelten Wertepaare von Tauzeit Aty,, und Plateau-Temperatur
Oplateay Mit dem durch das Modell errechneten Zusammenhang zwischen diesen Grof3en vergli-

chen wurde. Das Ergebnis zeigt Bild 4.22.
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Bild 4.22:Vergleich zwischen Messung und Simulation anhand des Zusammenhangs Tauzeit/Plateau-
Temperatur

Um die Ubersicht zu erleichtern, wurde der durch das Modell ermittelte Zusammenhang von
Atrgy, Und Opjaieqy analog zur Darstellung der in Kapitel 4.4.6 vorgestellten Parametervariation
(Bild 4.19 und Bild 4.20) als Bereich dargestellt (Schraffur). Neben den Ergebnissen der mit
Wasser als Beutelfiillung angefertigten MeBreihe zur Variation von Orbitalfrequenz und Diisen-
durchmesser, wurden zusitzlich die Ergebnisse der Studie zum Einflu3 der Beutelfiillung in den

Vergleich aufgenommen. Fiir Wasser als Beutelfiillung zeigt sich dabei im Gegensatz zu HES
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eine verhiltnismiBig gute Ubereinstimmung zwischen gemessenen und berechneten Zusam-
menhang von Atr,, und Opj,eqa,- Die MeBpunkte liegen dabei tendenziell geringfiigig unterhalb

der errechneten Kurve>>.

Die Abweichungen der mit HES als Beutelfiillung gemessenen Wertepaare von dem errechne-
ten Bereich sind dagegen erheblich. Ungenauigkeiten bei der Bestimmung der Tauzeit konnen
als Begriindung dafiir ausgeschlossen werden, da die Standardabweichungen der jeweils drei-
fach ausgefiihrten Messungen sowohl fiir Atr,, als auch fiir Opj,e,, sehr gering sind. Eine mog-
liche Begriindung liegt in jedem Fall darin, da3 das numerische Modell auf Wasser-NaCl als
Modellosung basiert. Das zur Berechnung des Zusammenhanges zwischen Temperatur und Eis-
anteil verwendete Phasenzustandsdiagramm kann davon nicht betroffen sein, da die Liquidus-
kurve durch die Anwesenheit von HES nicht malBgeblich beeinfluft wird. Die iibrigen
Stoffwerte des Modells (Dichte, Warmeleitfahigkeit und Warmekapazitét) diirften sich durch
Anwesenheit von HES gegeniiber einer NaCl-Losung verdndern, wobei in der Literatur keine
entsprechenden Daten vorliegen. Bei einer Losung mit lediglich 20-Gew-% HES ist es jedoch

fraglich, ob die Abweichung allein auf den EinfluB3 der Stoffwerte zuriickzufiihren ist.

Eine weitere Erklarung kdnnte das Erstarrungs- bzw. Schmelzverhalten von HES-Ldsungen lie-
fern, da deren kryoprotektive Wirkung darauf zuriickgefiihrt wird, daB3 ein Teil des Wassers am
Auskristallisieren gehindert wird /Kdrber 82/. Dieses Verhalten wiirde die Simulation des Wie-
dererwiarmungsvorganges ebenfalls betreffen. Immerhin entspricht die Abweichung nach
Bild 4.22 qualitativ dieser Erklarung: Die gemessenen Tauzeiten sind deutlich geringer als die

berechneten.

Ein von /Heschel 02/ durchgefiihrter Vergleich der bei der Erstarrung in zylindrischen Proben
gemessenen Temperaturverldufe zeigt keine maB3geblichen Unterschiede zwischen NaCl-L6-
sung, HES-NaCl-Ldésung und einem Gemisch von Erythrozyten und HES-Losung. Eine gute
Ubereinstimmung zwischen Simulation und Messung bei NaCl-Losung in vergleichbaren Pro-
ben konnte ebenfalls gezeigt werden. Unter der Voraussetzung, daf3 sich durch das numerische
Modell Erstarrungs- und Schmelzvorgénge gleichermalen gut beschreiben lassen, sollte dem-

nach die Ubertragbarkeit der numerisch ermittelten Ergebnisse mit Wasser-NaCl als

55. Fiihrt man die Abweichung zwischen Messung und Rechnung allein auf Fehler bei den Messungen
zurilick, dann wire demnach ein Mef3fehler im Sinne ,,zu kleiner Tauzeiten* moglich. Aufgrund der in
Bild 4.3.3 erlduterten Ungenauigkeiten der Tauzeit-Bestimmung durch das Tangenten-Verfahren ist
dies durchaus vorstellbar. Uber die Abweichung in Richtung der Plateau-Temperatur kann dagegen
wenig ausgesagt werden, da die Kurve in dem entsprechenden Bereich relativ flach verlduft.
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Modelldsung auf experimentelle Daten mit HES-Losung auch fiir Schmelzvorginge gewihrlei-
stet sein. Eine eindeutige Erklarungen fiir die Abweichungen der mit HES als Beutelfiillung er-

zielten Werte von den simulierten kann somit nicht gegeben werden.

Die vergleichsweise gute Ubereinstimmung des Zusammenhangs von Atr,, / Opjateqy fir Was-
er’d als Beutelfiillung entspricht keiner Validierung des numerischen Modells. Sie stellt aber
dennoch eine notwendige (nicht hinreichende) Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit des Mo-

dells dar.

4.6 Zusammenfassung und Diskussion

Anhand der Messungen zum Wiedererwdarmungsverhalten konnte gezeigt werden, dafl durch
die Verwendung des neuen Verfahrens im Vergleich zu dem bisher eingesetzten Schiittelwas-
serbad generell schnelleres Wiedererwiarmen moglich ist. Dabei zeigte sowohl die Verwendung
der Orbitalbewegung als auch der Einsatz des Pralldiisenfeldes jeweils einen positiven Effekt
im Sinne einer Verringerung der gemessenen Tauzeiten. Das Ziel, ein Verfahren zu entwickeln,

das schnelleres Wiedererwarmen ermoglicht, ist damit prinzipiell erreicht®’.

Durch detailliertere Messungen konnte ermittelt werden, daB3 eine Vergroferung des Diisen-
durchmessers ebenso wie eine Erhohung der Orbitalfrequenz zu schnellerem Wiedererwdrmen
fiihrt. Weiterhin konnte das Molekulargewicht der als Beutelfiillung verwendeten HES-Losung

als entscheidender Parameter ermittelt werden.

Als Grundlage der Simulation des Wiedererwdrmungsverhaltens wurden zunéchst die dabei
entscheidenden Wiarmeiibergénge analysiert. Der dullere Warmeiibergang lief sich dabei durch
einen empirischen Ansatz ermitteln, dessen Giiltigkeit durch Messungen des Erwdrmungsver-
haltens einer Kupferplatte experimentell bestitigt werden konnte. Fiir den inneren Warmeiiber-
gang konnte aufgrund der Komplexizitit der Stromungsverhéltnisse im Fliissigkeitsgebiet der
Probe kein addquates Modell gefunden werden. Der Wéarmeiibergang an einer lingsangestrom-
ten, ebenen Platte bei laminarer Anstromung deutet dabei auf die Anstromgeschwindigkeit und

die Viskositét der Beutelfiillung als entscheidende EinfluBparameter hin.

56. Aus Griinden der sprachlichen Vereinfachung wird im weiteren Verlauf analog zu Kapitel 4.3 Wasser-
NaCl als Beutelfiillung mit ,,Wasser* bezeichnet.

57. Auf die Frage, ob schnelles Wiedererwdrmen durch den Einsatz des neuen Verfahrens auch zu weniger
Zellschadigung fiihrt, wird in Kapitel 5 durch die Darstellung von Ergebnissen zur Kryokonservierung
eingegangen.
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Eine mit Hilfe des numerischen Modells durchgefiihrte Parameterstudie zeigt, da3 der duflere
Wirmeiibergangskoeffizient bei einer dem Pralldiisenfeld entsprechenden Grof3enordnung we-
nig Einfluf} auf das Wiedererwarmungsverhalten hat, wohingegen der innere Warmetibergangs-

koeffizient einen deutlichen Einflul} aufweist.

Durch eine Koppelung der Simulations- mit den MefBergebnissen konnte der innere Wérme-
iibergangskoeffizient in Abhingigkeit von der Orbitalfrequenz und dem Diisendurchmesser
dargestellt werden. Dabei zeigt sich erwartungsgemal ein Anstieg mit zunechmender Orbitalfre-

quenz bei deutlich ausgepriagtem Sittigungsverhalten im oberen Drehzahlbereich.

Mit Hilfe der jeweils experimentell und numerisch ermittelten Wertepaare der Parameter
Tauzeit und Plateau-Temperatur konnte auch ohne anwendbares Modell fiir den inneren Wiér-
meiibergang ein indirekter Vergleich zwischen Messung und Simulation vorgenommen wer-
den. Dabei ergab sich eine verhiltnismiBig gute Ubereinstimmung fiir die mit Wasser als
Beutelfiillung ermittelten Werte. Bei HES als Beutelfiillung zeigten sich hingegen deutliche

Abweichungen, die darauf hinweisen, dal} sich das Modell in diesem Fall nicht anwenden 146t.

Geht man davon aus, daB sich die mit Wasser als Beutelfiillung erzielten Ergebnisse in qualita-
tiver Hinsicht auf das Wiedererwdrmen kryokonservierter Erythrozyten iibertragbar lassen,
konnen daraus zur weiteren Optimierung des Verfahrens im Sinne einer Verkiirzung der Tauzeit

folgende Maflnahmen abgeleitet werden:

- Eine Vergroerung des Diisendurchmessers wiirde nach den gemessenen Tauzeiten zu urtei-
len in jedem Fall schnelleres Wiedererwdrmen ermdglichen. Dabei wire allerdings, wenn
der Druck zur Speisung der Diisen konstant gehalten werden soll, eine Pumpe mit entspre-

chend hoherer hydraulischer Leistung erforderlich.

- Ein Betrieb mit hoherer Orbitalfrequenz (ggf. auch mit hdherer Amplitude) wiirde ebenfalls
zu schnellerem Wiedererwiarmen flihren. Aufgrund des ermittelten Sattigungsverhaltens im
hoéheren Drehzahlbereich wire dieser Effekt aber von begrenzter Wirkung. Zudem wére auch
hier eine Modifizierung des Systems durch einen leistungsfiahigeren Antrieb erforderlich.
Weiterhin muf3 sichergestellt sein, da3 bei hoheren Drehzahlen die Fixierung des Gefrierbeu-
tels im Spannrahmen noch gewéhrleistet ist.

- Der Einflul des Molekulargewichts und damit der Viskositit der verwendeten HES ist so

deutlich ausgeprégt, daB eine weitere Verringerung in jedem Fall in Betracht gezogen

werden sollte. Da in Deutschland derzeit keine Hydroxyethylstirkelosungen als



Zusammenfassung und Diskussion 81

Fertigarzneimittel zugelassen sind, die ein geringeres Molekulargewicht als die hier verwen-
dete Modifikation BE70 mit MW = 70.000 g/mol aufweisen, miifiten diese jedoch fiir Ver-

suchszwecke entsprechend hergestellt werden.

Da es keine Anhaltspunkte fiir eine ,,hemmende Wirkung* dieser drei Maflnahmen untereinan-
der gibt, wire insbesondere eine Kombination daraus geeignet, das Wiedererwarmungsverhal-
ten zu verbessern. Ein weiterer Vorteil, den eine entsprechende Optimierung bieten wiirde,
ergibt sich aus dem Verhalten der Plateau-Temperatur: Da diese bei allen drei Ma3nahmen ent-
sprechend geringer wird, verringert sich dadurch moglicherweise auch die Gefahr einer lokalen
Uberhitzung in den Randzonen der Probe, die zu Zellschidigung fiihren kann. Als Konsequenz
wire es eventuell moglich, die Temperatur des Wasserbades entsprechend zu erhohen, ohne
Schidigung durch Uberhitzung hervorzurufen. Dies wiirde ebenfalls zu schnellerem Wiederer-
wiarmen fiihren. Dieser Effekt wurde durch eine Studie zur Variation der Wasserbadtemperatur

untersucht und wird in Kapitel 5.4 behandelt.

Eine Optimierung der Betriebsparameter des Verfahrens, die auch unabhingig von den aufge-
fithrten Modifikationen mdglich ist, wiirde eine Ergénzung des numerischen Modells um einen
Berechnungsansatz fiir den inneren Warmeiibergang erfordern. Damit wére es idealerweise
moglich, Anzahl, Abstand und geometrische Anordnung der verwendeten Pralldiisen so aufein-

ander abzustimmen, da3 die Forderleistung der Pumpe optimal ausgenutzt wird.
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5. Ergebnisse der Kryokonservierungsstudien

5.1 Problematik

Mit den in diesem Kapitel dargestellten Versuchen zur Kryokonservierung humaner Erythrozy-
ten soll der Frage nachgegangen werden, inwieweit sich die in Kapitel 3 und Kapitel 4 gewon-
nenen Erkenntnisse zum Einfrier- und Wiedererwidrmungsverfahren fiir eine Optimierung des
gesamten Verfahrens nutzen lassen. Der Schwerpunkt liegt dabei auf dem Wiedererwarmungs-
verfahren, wobei neben dem generellen EinfluB des schnelleren Wiedererwirmens auch ver-
schiedene Parameter wie HES-Modifikation, NaCl-Konzentration, Einfrierverfahren bzw.
Kiihlrate und Wasserbadtemperatur hinsichtlich ihrer Wirkung untersucht wurden. Abschlie-
Bend wird der mogliche Einfluf3 einer mechanischen Schidigung durch das neue Verfahren dar-
gestellt. Auf Details der verwendeten Einfrier- und Wiedererwérmungsprotokolle wird nur
soweit eingegangen, wie es zum Verstindnis der Ausfithrungen erforderlich ist. Eine genaue

Beschreibung findet sich im Anhang (Kapitel 8.2 und 8.3).

5.2 Parametervariation

Bild 5.1 zeigt die Ergebnisse einer Parameterstudie, bei der Erythrozyten ohne Waschschritte
vor dem Einfrieren (s. Kapitel 8.2) aufbereitet und mit Hilfe des berippten Friercontainers bei
einer Gefriergut-Schichtdicke von d = 10 mm eingefroren worden waren. Dargestellt sind die
erzielten Zelliiberlebensraten, ermittelt anhand des Salzstabilititstests (s. Kapitel 8.4). Zusétz-

lich zu den durch schnelles Wiedererwiirmen>S

erzielten Ergebnissen wurden in Bild 5.1 auch
die Daten aus Bild 4.1, Kapitel 4.1 (Schiittelwasserbad und segmentiertes Tauen) dargestellt.
Die drei Arten des Wiedererwéarmens wurden jeweils bei Proben eingesetzt, die mit mittel- bzw.
mit niedermolekularer HES eingefroren worden waren. Diese HES-Modifikationen wurden be-
reits hinsichtlich ihres Einflusses auf das Wiedererwarmungsverhalten verglichen, wobei fiir
die niedermolekulare HES eine deutliche Verringerung der Tauzeit festgestellt worden war

(s. Bild 4.11 in Kapitel 4.3.4).

Fiir die mittelmolekulare HES L1200 scheint das schnellere Wiedererwarmen keinerlei positiven
Effekt im Sinne einer hoheren Zelliiberlebensrate zu haben, da die erzielten Salzstabilitdten fast

identisch mit denen des Schiittelwasserbades sind.

58. Die Parameter, mit denen das Wiedererwarmen durchgefiihrt wurde, ergeben sich aus Tabelle 8.2 in
Kapitel 8.3 (,,Standard®).
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Bild 5.1: Ergebnisse der Parameterstudie fiir eine Gefriergutschichtdicke von d = 10 mm. Dargestellt
ist die erzielte Zelliiberlebensrate (ermittelt anhand der Salzstabilitit, s. Kapitel 8.4) fiir ver-
schiedene Methoden des Wiedererwdrmens: Schiittelwasserbad (,,SWB*), neues Verfahren
und segmentiertes Tauen (s. Kapitel 8.3 und 8.4), jeweils ermittelt bei Verwendung zwei ver-
schiedener HES-Modifikationen: L200 = mittelmolekulare HES mit MW = 200.000 g/mol und
BE70 = niedermolekulare HES mit MW = 70.000 g/mol (s. Kapitel 8.1). Die NaCl-Konzentra-
tion der Frierschutzlosung betrug 60 mmol/l. Die Aufbereitung der Erythrozytensuspension
vor dem Einfrieren erfolgte ohne Waschschritte (s. Kapitel 8.2). Zum Einfrieren wurde der be-
rippte Einfriercontainer verwendet (s. Kapitel 3.2.2).

Bei den Ergebnissen fiir die niedermolekulare HES B70 fallt zunichst auf, dafl die Werte unab-
hingig vom Wiedererwdrmungsverfahren generell besser sind, als die der mittelmolekularen
HES. Ob sich dieser Effekt allein auf durch die geringere Viskositdt zuriickzufiihrendes schnel-
leres Wiedererwdrmen begriinden 1a63t, oder eventuell auf eine verbesserte Schutzwirkung beim
Einfrieren, kann nach diesen Ergebnissen nicht eindeutig beurteilt werden. Die Tatsache, dal3
das durch segmentiertes Tauen bewirkte, sehr schnelle Wiedererwérmen noch deutlich bessere
Ergebnisse hervorbringt, spricht fiir die Existenz eines derartigen Wirkmechanismus, da durch
die Segmentierung der eigentliche Einfluf3 der Zellschddigung beim Wiedererwarmen idealer-

weise ,,ausgeblendet™ wird.

Entscheidend fiir die weitere Optimierung des Verfahren ist aber der Unterschied zwischen den
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beiden HES-Modifikationen beim jeweils gleichen Wiedererwdrmungsverfahren. Dieser fallt
bei dem neuen Verfahren deutlich grofer aus als beim Schiittelwasserbad. Daraus 146t sich ab-
leiten, daf3 insbesondere die Kombination aus verfahrensbedingtem schnellen Wiedererwdrmen
und geringerer Viskositdt der Frierschutzlosung sich positiv auf die Zelliiberlebensrate aus-

wirkt.

Nach diesen Ergebnissen zu urteilen, wire eine weitergehende Verringerung der durch Wieder-
erwarmen bedingten Zellschidigung moglich durch noch schnelleres Wiedererwarmen. Dies ist
jedoch gemél der in Kapitel 4 dargestellten Untersuchungen zum Wiedererwidrmungsverhalten

mit der verwendeten konstruktiven Ausfithrung des neuen Verfahrens noch nicht moglich.

Eine bedeutend einfachere Methode, mit der schnelleres Wiedererwidrmen realisiert werden
kann, ist die Verringerung der Schichtdicke des Gefrierguts. Fiir die praktische Umsetzung des
Verfahrens wiirde dies zunichst bedeuten, dal3 das anfallende Probenvolumen nach dem ver-
wendeten Einfrierprotokoll nicht in dem standardméBig eingesetzten Gefrierbeutel
(s. Kapitel 8.2) eingefroren werden konnte, sondern ein Beutel mit entsprechend groBerer Ober-
flache erforderlich wire. Derartige Beutel sind zwar derzeit kommerziell noch nicht erhéltlich,
wiren aber problemlos herstellbar. Bei der folgenden Parametervariation wurde daher die aus
einer Blutspende aufbereitete Erythrozytensuspension nach der Zugabe des Frierschutzlosung
auf jeweils zwei Gefrierbeutel aufgeteilt, so dal sich eine Halbierung der Schichtdicke ergab

(d =5 mm).

Zusétzlich zu den drei bereits in der Studie fiir d = 10 mm eingesetzten Wiedererwdrmungs-
methoden kamen bei dieser Studie zwei verschiedenen Einfriercontainer zum Einsatz, da neben
dem berippten der gewebeisolierte Container (s. Kapitel 3.2.1 und Kapitel 3.2.2) verwendet
wurde®”. Mit den daraus insgesamt resultierenden sechs Kombinationen an Parametern wurden
Proben prozessiert, bei denen die NaCl-Konzentration in der Frierschutzlosung jeweils im
hypotonen (60 mmol/l) bzw. isotonen (150 mmol/l) Bereich lag. Als HES-Modifikation wurde
in diesem Fall ausschlieBlich die niedermolekulare HES (BE70, MW = 70.000 g/mol)

verwendet.

59.Bei den in Kapitel 3.5 dargestellten Messungen waren fiir diese Container Kiihlraten von 156 K/min
(gewebeisoliert) und 434 K/min (berippt) ermittelt worden.
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Bild 5.2: Ergebnisse fiir eine Gefriergutschichtdicke von d = 5 mm. Simtliche Proben wurden mit
niedermolekularer HES (BE70, MW = 70.000 g/mol) eingefroren, wobei zwei verschiedene
Einfrierverfahren eingesetzt wurden: Gewebeisolierter Container (Kiihlrate: 156 K/min) und
berippter Einfriercontainer (Kiihlrate:434 K/min). Die drei eingesetzten Methoden des
Wiedererwdrmens sind jeweils identisch mit den in der Studie fiir d = 10 mm verwendeten
(s. Bild 5.1)

Die Ergebnisse in Bild 5.2 lassen erkennen, daf} die hochste Zelliiberlebensrate sich durch das
neue Verfahren bei Proben mit der isotonen NaCl-Konzentration (150 mmol/l) in Verbindung
mit schnellem Einfrieren (berippter Container) erzielen lassen, wobei gegeniiber den fiir
d= 10 mm erzielten Ergebnissen allerdings keine Steigerung vorliegt. Eine weitergehende
Verringerung der Zellschiadigung wire hierbei noch denkbar, da der Wert fiir segmentiertes

Tauen nochmals hoher liegt.

Interessant im Hinblick auf weitere Optimierungsmoglichkeiten ist der Vergleich zwischen den
beiden NaCl-Konzentrationen. Bei den Ergebnissen mit der hypotonen Frierschutzlosung
scheint das schnellere Einfrieren durch den Rippencontainer zu mehr Zellschddigung zu fiihren,

wihrend die Tendenz bei der isotonen Losung gerade umgekehrt ist. Der Effekt ist vergleichbar
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mit der in Kapitel 3.1 dargestellten Parameterstudie von /Heschel 02/, bei der es durch eine
Erhohung der NaCl-Konzentration von 75 mmol/l auf 150 mmol/l zu einer Verschiebung des
Optimums der Zelliiberlebensrate zu hoheren Kiihlraten kam. Dieser Effekt 148t sich durch die
beiden fiir die Kryokonservierung maligeblichen Schiddigungsmechanismen erklidren
(s. Kapitel 2.1.3). Befinden sich Erythrozyten vor dem Einfrieren im hypotonen Milieu, wie
hier bei der NaCl-Konzentration von 60 mmol/l, kommt es zu osmotisch bedingter Wasser-
aufnahme, woraus ein gegeniiber dem isotonen Milieu vergroflertes Zellvolumen resultiert.
Durch dieses ,, Vorschwellen‘ steht fiir den Wasserausstrom aus der Zelle, der wiahrend des Ein-
frierens stattfindet, ein groBeres Volumen zur Verfiigung mit der Konsequenz, da3 die Wahr-
scheinlichkeit des Auftretens osmotischer Schidigung sinkt und die Toleranz gegeniiber
geringeren Kiihlraten somit grofler wird. Im Gegensatz dazu steigt die Wahrscheinlichkeit des
Auftretens intrazelluldren Eises, da die Konzentration an geldsten Stoffen im Zellinneren bei

der Erstarrung entsprechend geringer ist.

Auf die Ergebnisse in Bild 5.2 iibertragen wiirde diese Hypothese bedeuten, da3 das Optimum
der Zelliiberlebensrate fiir 60 mmol/l bei geringeren Kiihlraten als den hier realisierten liegt,
sich die gemessenen Werte also bereits im Bereich des durch intrazelluldre Eisbildung beding-
ten Abfalls befinden. Die mit 150 mmol/l erzielten Ergebnisse ldgen demnach noch ,,diesseits*
des Optimums, welches sich bei noch hoheren Kiihlraten befande. Dies legt nahe, daB sich ein
Optimum bei einer zwischen 60 mmol/l und 150 mmol/l liegenden NaCl-Konzentration finden
1aBt. Idealerweise wiirde sich das Optimum dabei bei Kiihlraten zwischen den bisher zum Ein-
frieren verwendeten befinden. Aus diesem Grund war der nachste Schritt eine Studie zur Varia-

tion der Kiihlrate.

5.3 Einfluf} der Kiihlrate

Die Variation der Kiihlrate beim Einfrieren wurde durch die in Kapitel 3.5 beschriebene Modi-
fikation des berippten Einfriercontainers vorgenommen. Durch das Abdichten des Zustrom-
querschnitts an der Unterseite des Containers bzw. durch Vorschalten einer geschlitzten Blende
konnten dabei Kiihlraten erzielt werden, die zwischen denen des gewebeisolierten Containers
und des offenen Rippencontainers lagen. Die verwendete Stirke war wiederum nieder-
molekulare HES (BE70, MW = 70.000 g/mol), das Wiedererwdrmen der ebenfalls mit einer
Schichtdicke von d = 5 mm eingefrorenen Proben erfolgte mit Hilfe des neuen Verfahrens. Auf-
grund der Vermutung, daB fiir einen zwischen den bisher eingesetzten NaCl-Konzentrationen

von 60 mmol/l und 150 mmol/l liegenden Wert ein Optimum der Zelliiberlebensrate existiert
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Bild 5.3: Ergebnisse der Kiihlratenvariation. Die Gefriergutschichtdicke betrug d = 5 mm, als Additiv
wurde niedermolekulare HES (BE70, MW = 70.000 g/mol) verwendet. Das Einfrieren erfolgte
mit Hilfe der in Kapitel 3.5 beschriebenen Modifikationen des berippten Einfriercontainers,
zum Wiedererwdrmen wurde das neue Verfahren eingesetzt.

Die in Bild 5.3 dergestellten Ergebnisse zeigen zunéchst, daf fiir 150 mmol/l das Optimum der
Zelliiberlebensrate tatsédchlich bei hoheren Kiihlraten als den hier eingesetzten zu liegen scheint.
Der erfaflte Bereich wiirde demnach von osmotischer Schiadigung dominiert. Fiir 100 mmol/l
liegt entgegengesetzt zu der in Kapitel 5.2 erlduterten Erwartung kein Optimum in dem geteste-
ten Kiihlratenbereich vor. Die Werte scheinen mit zunechmender Kiihlrate abzufallen, so dal ein
Optimum gegebenenfalls bei noch geringeren Kiihlraten zu erwarten wire. Dieser Verlauf
dhnelt dem in Kapitel 5.2 dargestellten Verhalten der mit 60 mmol/l eingefrorenen Proben.
Konsequenterweise wiirde der ndchste Optimierungsschritt darin bestehen, eine NaCl-Konzen-
tration zu wéhlen, die wiederum zwischen 100 mmol/l und 150 mmol/l liegt. Der Verlauf bei
100 mmol/l ist jedoch sehr flach ausgepréigt. Dadurch ist es unwahrscheinlich, da3 bei einem

weiteren, mit dieser Methode der ,,Intervallhalbierung® ermittelten Optimum die maximale

60. Die bereits aus der in Kapitel 5.2 dargestellten Parametervariation vorliegenden Daten fiir 150 mmol/I
wurden um die Werte ergénzt, die mit dem modifizierten Container erzielt wurden.
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Zelliiberlebensrate den mit 150 mmol/l bei Verwendung des berippten Containers erzielten

Wert von 79,6 % tiiberschreitet.

54 Einfluf} der Wasserbadtemperatur

Durch den in Kapitel 4 erlduterten Effekt des Absinkens der Plateau-Temperatur beim schnellen
Wiedererwirmen erdftnet sich die Moglichkeit, die Temperatur des Wasserbades zu erhdhen,
um schnelleres Wiedererwiarmen zu erzielen, ohne dall moglicherweise eine Schiadigung durch
lokale Uberhitzung der Proben eintritt. Bei der zu diesem Zweck angefertigten Studie wurde die
Wasserbadtemperatur von 40 °C bis 80 °C in Schritten von 10 K variiert. Die {ibrigen Parame-
ter entsprachen dabei denen der Studie zur Kiihlratenvariation (Kapitel 5.3), die NaCl-Konzen-

tration lag bei 150 mmol/I.
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Bild 5.4: Ergebnisse der Studie zum Einfluf3 der Wasserbadtemperatur. Die Versuchsparameter ent-
sprechen denen der Studie zur Variation der Kiihlrate (Kapitel 5.3), die NaCl-Konzentration
in der Frierschutzlosung betrug 150 mmol/l

Die in Bild 5.4 dargestellten Ergebnisse zeigen ein deutlich ausgeprdgtes Optimum fiir eine
Wasserbadtemperatur von 60 °C. Der bei geringeren Temperaturen vorliegende Abfall deutet

auf Schiadigung durch zu langsames Wiedererwdrmen hin. Der Abfall bei hoheren
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Temperaturen 148t sich durch Uberhitzungen in den Randbereichen der Probe erkliren. Die Tat-
sache, daB letzterer deutlich steiler verliuft, weist darauf hin, daB die Vermeidung von Uber-
temperierung entscheidend zur Verfahrensoptimierung beitragen kann. Eine Uberhitzung der
gesamten Proben spielte bei dieser Studie wie auch bei allen iibrigen in Kapitel 5 dargestellten
Versuchen keine Rolle, da die Probentemperatur nach dem Wiedererwirmen grundsétzlich er-
faBt wurde®!, und in keinem einzigen Fall in einem Bereich lag, der auf Schiidigung durch Uber-
hitzung hinweist (s. Kapitel 8.3). Eine Optimierung des Verfahrens im Sinne einer
Verbesserung der Zelliiberlebensrate iiber die bisher erreichten Werte hinaus konnte durch die-
se Studie nicht erzielt werden. Dennoch zeigen die Ergebnisse, daB3 alle iibrigen Versuche zum
schnellen Wiedererwdrmen mit 60 °C Wasserbadtemperatur gerade im optimalen Bereich

liegen.

5.5 Einfluf3 der mechanischen Belastung

Das Ziel der hier vorgestellten Studie war es, zu ermitteln, ob die mechanische Belastung, der
die Erythrozyten wihrend des Wiedererwéarmens ausgesetzt sind, zu einer relevanten Zellsché-
digung fiihrt. Der Grund fiir diese Fragestellung war die Annahme, da3 der positive Effekt des
schnellen Wiedererwarmens moglicherweise durch erh6hte mechanische Schadigung relativiert

wird.

Als Ausgangsmaterial fiir die Studie dienten Erythrozyten, die zuvor kryokonserviert und wie-
dererwiarmt worden waren (Parameter entsprechend Bild 5.1 in Kapitel 5.2, verwendete HES-
Modifikation war L200), bzw. denen lediglich die Frierschutzlosung zugesetzt worden war
(,,Referenzprobe®). Die fliissigen Proben verblieben iiber einen Zeitraum von insgesamt 2 Stun-
den im System, wihrend sowohl der Antrieb, als auch die Pumpe zur Speisung der Pralldiisen
in Betrieb waren. In regelméfigen Abstinden wurden aus dem Gefrierbeutel Proben zur Mes-
sung der Salzstabilitdt entnommen. Das Wasserereservoir wurde wéhrend der Belastungszeit
auf 23 °C £ 3 K temperiert, um zu erreichen, dafl keine thermische, sondern nur mechanische

Belastung auftritt®?.

61. Es wire naheliegend, einen Zusammenhang zwischen diesen Temperaturen und den durch das numeri-
sche Modell berechneten Plateautemperaturen herzustellen. Hierbei ergibt sich aber wieder das Pro-
blem der mangelnden Ubertragbarkeit aufgrund der unterschiedlichen Beutelfiillungen (im Modell
Wasser als Modellosung, hier Stirke-Erythrozytengemisch). Eine Messung von Temperaturverlaufen
wahrend des Auftauvorgangs wurde aus hygienischen Griinden nicht durchgefiihrt.

62. Aufgrund der Tatsache, dall die Pumpe beim Betrieb einen Grofteil der Verlustleistung (1,4 kW) an das
geforderte Wasser abgibt, mufite die Temperierung durch kontinuierliche Zufuhr von Leitungswasser
realisiert werden, was die relativ groBen Abweichungen (3 K) erklirt.
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Bild 5.5: Ergebnisse der Studie zur mechanischen Belastbarkeit durch das neue Wiedererwdrmungs-
verfahren. Die Belastung erfolgte bei Erythrozyten nach dem Wiedererwdrmen, bzw. direkt
nach der Additivzugabe (,, Referenz“). Das Wasserbad wurde wdhrend der Belastungszeit auf
23 °C £ 3 K temperiert.

Die in Bild 5.5 dargestellten Ergebnisse zeigen, dal eine mechanische Schidigung wihrend des
Betriebs sowohl bei den kryokonservierten Erythrozyten, als auch bei den Referenzproben ein-
tritt. Betrachtet man die Auftauzeiten von maximal 90 s, denen die Proben beim normalen Wie-
dererwdrmungsvorgang ausgesetzt sind (eingezeichnet in Bild 5.5), wird deutlich, daB3 die
mechanische Belastung dabei nicht maf3geblich zur Zellschdadigung beitragen kann®?. Eindeutig
stellt sich dies vor allem bei den bereits kryokonservierten Proben dar, da die gemessenen Salz-
stabilitdtswerte hierbei iiber den Zeitraum der ersten 20 Minuten der Belastung nahezu konstant

bleiben.

Einschrankend muf3 dabei ergiinzt werden, da3 beim realen Wiedererwérmungsvorgang durch

63. Interessant kdnnte in diesem Zusammenhang die Frage sein, ob im konventionellen Schiittelwasserbad
mechanische Zellschdadigung auftritt. Da die durch erzwungene Konvektion innerhalb des Beutels auf-
tretende mechanische Belastung dabei aber deutlich geringer ist, wurde auf eine entsprechende experi-
mentelle Untersuchung verzichtet.
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das Vorhandensein von Fliissigkeit und Eis andere Stromungsverhiltnisse herrschen diirften,
als bei dieser Studie, bei der die Proben kein Eis enthielten. Die mechanische Belastung beim
Wiedererwirmen 1aBt sich demzufolge nur bedingt nachbilden. Insbesondere aber tritt diese
beim realen Wiedererwdrmen in Kombination mit einer thermischen Belastung auf, was sich
vor allem in den Randbereichen der Probe auswirken diirfte. Weiterhin ist es denkbar, daf3 Ery-
throzyten mechanisch belastet werden, die noch intrazellulédres Eis enthalten und dadurch mog-
licherweise leichter geschéddigt werden. Da sich die Kombination aus thermischer und
mechanischer Belastung nicht nachbilden 14B8t, muf3 die Aussage, da3 mechanische Belastung
durch das neue Verfahren generell keine negativen Auswirkungen auf die Zelliiberlebensrate

hat, entsprechend eingeschriankt werden.

5.6 Zusammenfassung und Diskussion

Die in Bild 5.2 dargestellten Ergebnisse der Parameterstudie mit einer Gefriergut-Schichtdicke
von d = 10 mm zeigen, dafl eine Kombination des neuen Verfahrens mit der Verwendung nie-

dermolekularer HES eine Verbesserung des Kryokonservierungsverfahrens darstellt.

Eine weitergehende Optimierung des Verfahrens wire demzufolge, wie bereits in Kapitel 4.6
ausgefiihrt, moglich durch Verbesserung des Wiedererwdrmungsverhaltens, sowie durch
Verringerung des Molekulargewichts der verwendeten HES. Neben dem Aufwand, den die
Herstellung einer entsprechenden HES-Modifikation mit sich bringt, ist zu beachten, daf3 es hin-
sichtlich der Minimierung des Molekulargewichts mdglicherweise Grenzen gibt, da die
kryoprotektive Wirkung makromolekularer Gefrierschutzadditive unter anderem auf deren
hohe Viskositét zuriickgefiihrt wird (vergl. Kapitel 2.2.2). Da die Ergebnisse fiir die nieder-
molekulare HES aus Kapitel 5.2 auf eine verbesserte Schutzwirkung nicht nur beim Wieder-
erwiarmen, sondern auch beim Einfrieren hinweisen, wére die Existenz eines auf das Verfahren
abgestimmten, optimalen Molekulargewichtes denkbar. Bei einem Molekulargewicht oberhalb
des Optimums wire dann vermehrte Zellschadigung durch zu langsames Wiedererwiarmen zu
erwarten, bei einem geringeren dagegen die Abnahme der Schutzwirkung beim Einfrieren.
/Sputtek 93b/ testete unter anderem eine HES-Modifikation mit MW = 9.000 g/mol, die durch
Synthese selbst hergestellt worden war. Die Frierschutzwirkung war bei optimal eingestellten
Salzkonzentrationen vergleichbar mit der von mittelmolekularer HES, allerdings wurde zum
Wiedererwirmen der Proben dabei ein konventionelles Schiittelwasserbad verwendet, so daf3
die Kombination aus niedrigem Molekulargewicht und schnellem Wiedererwédrmen hier nicht

gegeben war. /Greenwood 77/ fand dagegen eine Zunahme der Frierschutzwirkung bei
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Verwendung verschiedener Stirken mit Abnahme der Viskositét, ohne den Effekt erkléren zu

konnen.

Durch die Halbierung der Gefriergut-Schichtdicke auf d = 5 mm konnte zunéchst keine Verfah-
rensverbesserung im Sinne hoherer Zelliiberlebensraten erreicht werden. Die in Kapitel 5.3 dar-
gestellte Studie zeigt aber immerhin die Moglichkeit auf, durch Abstimmung der NaCl-
Konzentration in der Frierschutzlosung und der beim Einfrieren realisierten Kiihlrate eine
Optimierung vorzunehmen. Da die praktische Umsetzung eines Verfahrens mit d =5 mm die
Verwendung eines in der Grofle entsprechend angepalBten Beutels erfordern wiirde und somit
deutlich kostenintensiver wire, sollte zundchst untersucht werden, ob eine Abstimmung dieser
beiden Parameter moglicherweise auch bei der herkdmmlichen Gefriergut-Schichtdicke von

10 mm zu Verbesserungen fiihrt.

Die Ergebnisse der Studie zum Einflul der Wasserbadtemperatur konnten ebenfalls keine Ver-
fahrensverbesserung hervorbringen, da sie zeigen, dall die bei den iibrigen Versuchen einge-
setzte Temperatur von 60 °C gerade dem Optimum entspricht. Hierbei gilt ebenfalls, dal} eine

Ubertragung der Studie auf Proben mit d = 10 mm zu Verbesserungen fiihren konnte.

Mechanische Schiadigung spielt nach den Ergebnissen der in Kapitel 5.5 dargestellte Studie zu
urteilen keine Rolle, wenn man die Tatsache auBler Acht 146t, dal3 diese wahrscheinlich nur in

Kombination mit thermischer Schidigung relevant ist.

Basierend auf den Ergebnissen aus Kapitel 4 und Kapitel 5 kann hinsichtlich der ausgearbeite-

ten MafBnahmen zur weiteren Verfahrensoptimierung folgende Vorgehen empfohlen werden:

1. Verwendung einer HES-Modifikation mit geringerem Molekulargewicht

2. Optimierung des Wiedererwdrmungsverhaltens des neuen Verfahrens gemiB3 der in
Kapitel 4.6 vorgeschlagenen MafBnahmen: Diisendurchmesser und Orbitalfrequenz, ggf.
auch Anzahl, Abstand und geometrische Anordnung der Pralldiisen

3. Optimierung der NaCl-Konzentration und ggf. der Kiihlrate
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6. Untersuchungen zur Vitalitit und Zellschadigung

6.1 Problematik

Die grundsitzliche Problematik bei der Beurteilung der Vitalitidt von Erythrozyten wurde be-
reits in Kapitel 2.3.7 ausfiihrlich dargestellt. Mit dem Salzstabilitétstest steht ein generell zur
Optimierung von Kryokonservierungsprotokollen geeigneter Parameter zur Verfiigung. Die
Aussagekraft in Bezug auf die Vitalitdt im Sinne der in-vivo Funktion ist allerdings begrenzt,
so daf} es wiinschenswert wire, weitere Vitalitdtsparameter zur Optimierung nutzen zu kdnnen.
Die in Kapitel 2.3.7 dargestellten Probleme der Vitalititsbeurteilung lassen erkennen, daf3 die
kombinierte Untersuchung mehrerer Marker dazu ungeeignet ist. Aus diesem Grund werden in
diesem Kapitel alternative Ansétze zur Beurteilung der Vitalitit vorgestellt, die zudem dazu

dienen konnen, die Art der Zellschddigung genauer zu charakterisieren.

6.2 Rheooxymetrische Bestimmung der Sauerstofftransportkapazitit

Eine Moglichkeit, Informationen iiber die Fahigkeit von Erythrozyten zum Sauerstofftransport
zu gewinnen, ist die Ermittlung der Sauerstoff-Dissoziationskurve. Dabei werden Erythrozyten-
proben mit Gasmischungen unterschiedlicher Sauerstoff-Partialdriicke dquilibriert und an-
schlieBend die Sauerstoff-Sittigung gemessen. Die grafische Darstellung der Sauerstoff-
Sattigung in Abhédngigkeit vom angebotenen Sauerstoff-Partialdruck ergibt eine sinoide Kurve,

anhand der sich Aussagen iiber das Sauerstoff-Bindungsverhalten machen lassen.

/Bettecken 92/ konnte bei Messungen mit HES-kryokonservierten Erythrozyten feststellen, daf3
diese eine leichte Rechtsverschiebung der O,-Dissoziationskurve aufweisen. Um eine definier-
te Sattigung zu erreichen, sind demnach hohere Sauerstoff-Partialdriicke erforderlich im Ver-
gleich zu unbehandelten Erythrozyten. Nachteil dieser Methode ist, dal sie keine direkten
Riickschliisse auf die eigentliche Fahigkeit zum Gastransport zuléft, da sie lediglich die Bin-
dungscharakteristik wiederspiegelt. Denkbar wére bei HES-kryokonservierten Erythrozyten
beispielsweise eine Verminderung der Transporteigenschaften durch Membranveranderungen.
/Singbartl 98/ konnte beispielsweise Verdnderungen in der molekularen Struktur des Membran-
skeletts bei HES-kryokonservierten Erythrozyten nachweisen, die sich allerdings als reversibel

erwiesen.

Die im Folgenden vorgestellten rheooxymetrischen Messungen entstanden in Zusammenarbeit
mit dem Institut fiir Physiologie der RWTH Aachen nach einem Verfahren von /Mottaghy 85a,
85b, Cremer 88/. Grundlegende Idee dieses Verfahrens ist es, das Sauerstoff-
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Sattigungsverhalten unter dynamischen Bedingungen zu testen, wobei im Kontaktbereich zwi-

schen Blut und Atemgas kapillardhnliche Bedingungen hergestellt werden.

Die Oxygenierung der zu messenden Proben erfolgt dabei in einer Couette-Anordnung, in der
durch einen rotierenden Innenzylinder eine Scherstromung erzeugt wird (s. Bild 6.1). Das zur
Oxygenierung verwendete Gasgemisch wird in den Innenzylinder eingeleitet, der von einer gas-
permeablen Membran iiberzogen ist. Das im Zylinderspalt ausgebildete Stromungsprofil fiihrt
zu einer Scherung der Erythrozyten, die dadurch zu der aus der physiologischen Mikrozirkula-
tion bekannten Fluiditdt angeregt werden sollen. Die resultierende Durchmischung des Zellin-
halts fiihrt zu einer schnelleren Verteilung des durch die Zellmembran diffundierten Sauerstoffs
und damit zu einer verbesserten Sauerstoffaufnahme der Erythrozyten. Zusétzlich kommt es zur
Ausbildung einer Sekundirstromung (Taylor-Wirbel) im Zylinderspalt, die die Verteilung des
Sauerstoffs im Extrazellularraum verbessert und somit eine weitere Steigerung der Sauerstoft-

aufnahme ermoglicht.

Die zur Messung verwendeten Proben wurden nach dem in Kapitel 8.2 beschriebenen Protokoll
(mit Zellwédschen vor dem Einfrieren) kryokonserviert64. Um den EinfluB} des gesamten Ver-
fahrens auf die Sauerstoff-Transportcharakteristik zu erfassen, wurden fiir jede verarbeitete
Blutspende drei Proben nach unterschiedlichen Verfahrensschritten zur rheooxymetrischen
Messung herangezogen: eine Referenzprobe direkt nach der Zellwische (A), eine Probe nach
Zugabe des Gefrierschutzadditivs (B) und eine Probe nach dem Wiedererwéarmen (C). Die Pro-
ben B und C wurden jeweils einem weiteren Waschschritt unterzogen, um das Additiv zu ent-
fernen, da eine Messung in Anwesenheit von HES aufgrund der hohen Viskositédt nicht méglich
ist. Dazu wurde nach Suspendieren in 120 ml isotoner NaCl-Losung bei 5000 g 10 min zentri-
fugiert und der Uberstand entfernt. Durch Zugabe von PBS-Lésung wurde nach der Zentrifuga-

tion ein Hamatokrit von 40 % + 2 % eingestellt.

Die zur Messung vorbereiteten Proben wurden zunichst in einem rotierenden Aquilibrator
durch Einleiten eines wasserdampfgesattigten Gasgemisches mit 5 % CO, und 95 % N, des-
oxygeniert. Die Oxygenierung der Proben mit der beschriebenen Couette-Anordnung erfolgt in

einem geschlossenen Kreislauf mit Hilfe einer Rollerpumpe. Das Fiillvolumen des Systems lag

64. Die verwendete Hydroxyethylstiarke war HES L200 (vergl. Kapitel 8.1), bei einem Probenvolumen
von 40 ml. Zum Einfrieren wurde der in Kapitel 3.2.1 beschriebene gewebeisolierte Einfriercontainer
verwendet. Die Gefriergut-Schichtdicke von 3 mm fiihrt dabei zu Kiihlraten von 200 K/min. Das Wie-
dererwiarmen erfolgte im Schiittelwasserbad bei einer Wasserbad-Temperatur von 48 °C und einer
Auftauzeit von 30 s /Sputtek 92a/.
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bei 20 ml. Das zur Oxygenierung eingesetzte Gasgemisch bestand aus 5 % CO,, 21 % O, und

74 % N,. Wihrend der Oxygenierung wurden Sauerstoff-Partialdruck pO, und Sauerstoft-

Séttigung sO, kontinuierlich gemessen und aufgezeichnet, wobei beide MeBaufhehmer direkt

in den Kreislauf integriert waren.
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Bild 6.1: Funktion des Couette-Systems zur Messung der Sauerstofftransportkapazitdit /Cremer 88/. Der
rotierende Innenzylinder ist mit einer gaspermeablen Membran tiberzogen. Die Erythrozyten-
suspension wird durch den Zylinderspalt gepumpt. Die durch die Rotation verursachte Scher-
stromung bewirkt eine Rotation der Erythrozytenmembran um das Zytoplasma und somit eine
verbesserte Oy-Aufnahme. Die im Zylinderspalt aufiretende Sekunddrstromung (Taylor-Wir-
bel) fiihrt zu einer Verbesserung der Sauerstoffverteilung im Plasma.

Bild 6.2 zeigt exemplarisch einen gemessenen zeitlichen Verlauf des

Sauerstoft-
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Partialdrucks pO, und der Sauerstoff-Sittigung sO, wihrend der Oxygenierung. Die Sittigung
steigt zunéchst linear an. Nach ca. 10-15 min ist die vollstindige Sattigung erreicht. Der Sauer-
stoff-Partialdruck steigt dementsprechend stark an, da der weiterhin iiber die Membran in den
MeBspalt diffundierende Sauerstoff in physikalisch geloster Form im Extrazellularraum ver-

bleibt, und nicht mehr von den Erythrozyten aufgenommen und an Hdmoglobin gebunden wird.
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Bild 6.2: Exemplarischer Verlauf von Sauerstoff-Partialdruck pO, und Sauerstoff-Scttigung sO, wih-
rend der Oxygenierung in der Couette-Anordnung fiir drei verschiedene Proben einer Spende.
Die eingezeichnete Halbwertsdttigungszeit At ist die Zeit, die zum Erreichen einer Sdttigung
von sO, = 50 % benotigt wird.

Zur Auswertung von Sauerstoff-Dissoziationskurven wird meist der Halbwertsattigungsdruck
P50 angegeben, also der Sauerstoff-Partialdruck, bei dem eine Séttigung von 50 % vorliegt.
Analog dazu wird hier die Halbwertséttigungszeit Ats ermittelt als die Zeit, bei der ausgehend
von einer initialen Séttigung von 10 %, eine Séttigung von 50 % erreicht ist. Bild 6.3 zeigt Er-

gebnisse, die aus insgesamt 3 Spenden mit je drei Proben (A, B und C) erzielt wurden.®

65. Die Tatsache, da8 der Stichprobenumfang mit n=3 sehr gering war, resultiert einerseits aus dem zeitli-
chen Aufwand, der fiir die Kryokonservierung und Aufbereitung der Proben (ca. 2,5 h pro Probe)
sowie die Rheooxymetrie (ca. 2 h Desoxygenation und 15 min Oxygenation pro Probe) erforderlich
war, andererseits aus der Anfalligkeit der vom Institut fiir Physiologie bereitgestellten MefBanordnung,
die zu einem Ausfall bei ca. 50 % der aufbereiteten Proben fiihrte.
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Bild 6.3: Aus den Verldufen der Sauerstoff-Sittigung sO, ermittelte Halbwertsdittigungszeiten Ats.
Zwischen den Mittelwerten der drei Gruppen (A,B,C) ergibt sich kein statistisch signifikanter
Unterschied.

Die Mittelwerte der Halbwertsittigungszeiten sind demnach fiir Gruppe A und B identisch. Fiir
Gruppe C ergibt sich ein leicht erhohter Wert. Die Tatsache, dafl die Sauerstoff-Sittigung ver-
spatet erreicht wird, konnte demnach auf eine durch die Kryokonservierung bedingte Vermin-
derung der Transportkapazitit hinweisen. Der Unterschied zu den Werten der Gruppen A und
B ist allerdings nicht signifikant (Varianzanalyse mit o=5 %). Demnach ergibt sich keine durch
die Rheooxymetrie feststellbare signifikante Verdnderung der Sauerstofftransportkapazitit
durch das angewandte Kryokonservierungsverfahren. Dies betrifft sowohl die Zugabe der HES-

Losung als auch die Kryokonservierung selbst.

Ein bisher nicht beachtetes Problem ergibt sich aus der Vermutung, daf} freies Hamoglobin die
Messungen verfalschen konnte: In den kryokonservierten Proben ist dieses trotz der nach dem
Wiedererwiarmen vorgenommenen Zellwésche noch vorhanden und konnte die Messungen im

Sinne zu kurzer Oxygenierungszeiten verfdlschen, da extrazellulires Hamoglobin den
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physikalisch gelosten Sauerstoff leichter bindet, als intrazelluldres. Besondere Bedeutung ge-
winnt dieses Problem durch die Himolyse, die in Couette-Systemen bei Verwendung von be-

rithrenden Dichtungen verursacht wird /Paul 00/.

6.3 Himoglobin-Freisetzung bei mehrschrittigem Auswaschen

In Kapitel 2.3.7 wurde bereits auf die Eigenschaft von Hydroxyethylstirke hingewiesen, das
Austreten von Hdmoglobin aus geschéddigten Erythrozyten zu verhindern, so daf3 das volle Aus-
mal} der durch die Kryokonservierung verursachten Schiadigung erst bei einer Verdiinnung des
extrazelluldren Fliissigkeitsvolumens eintritt. Um diesen Effekt, der normalerweise erst nach ei-
ner Transfusion von aufgetauten Erythrozyten intravasal eintreten wiirde, in die Vitalitdts-
analytik mit einzubeziechen, wird bei dem hier eingesetzten Salzstabilitdtstest die
Himolysemessung grundsétzlich erst nach einer isotonen Verdiinnung der aufgetauten Erythro-
zytensuspension vorgenommen. Dabei stellt sich die Frage, ob dieses Vorgehen dazu fiihrt, daf3
wirklich die gesamte Anzahl der geschéddigten Erythrozyten hamolysiert, oder ob der beschrie-
bene Effekt der Hydroxyethylstirke, das Austreten des Haimoglobins zu verhindern, noch an-
hilt, und das volle Ausmal} der Hamolyse sich mdglicherweise erst bei weiterer Verdiinnung
oder nach der Transfusion zeigt. Mit der in diesem Kapitel vorgestellten Studie sollte daher er-
mittelt werden, ob sich durch mehrfache Zellwischen ein Zustand erreichen 146t, bei dem kein
freies Hamoglobin mehr vorliegt, oder ob gegebenenfalls immer wieder neues Himoglobin frei-
gesetzt wird. Dafiir wurde das in die abgeprefite Waschlosung freigesetzte Himoglobin photo-

metrisch bestimmt und bilanziert.

Als Ausgangsmaterial dienten Proben, die nach dem in Kapitel 8.2 beschriebenen Protokoll
(ohne Zellwéschen vor dem Einfrieren) kryokonserviert worden waren®®. Die einzelnen Wasch-

schritte wurden folgendermallen durchgefiihrt:

1. Wische: Aufteilen der aufgetauten Erythrozytensuspension auf zwei Leerbeutel®’, Verdiin-
nung mit insgesamt 500 ml isotoner NaCl-Losung (entsprechend einer Verdiinnung im Volu-

menverhiltnis von =1:1), Zentrifugation fiir 10 min bei 5000 g, Abtrennen des Uberstandes,

66. Verwendete Hydroxyethylstarke: HES 1.200, Probenvolumen 450 ml, berippter Einfriercontainer,
Wiedererwarmen im Schiittelwasserbad. Nach den bisher beschriebenen Ergebnissen ist dieses Proto-
koll hinsichtlich der erzielten Zelliiberlebensraten als suboptimal zu bezeichnen (der Mittelwert des
nach dem Wiedererwirmen durchgefiihrten Salzstabilitatstest fiir n = 7 Proben lag bei lediglich
70,6 %). Das Protokoll wurde verwendet, da das Ziel dieser Studie nicht die Verfahrensoptimierung,
sondern die Bilanzierung des durch Zellwische freigesetzten Himoglobins war.

67. Compoﬂex®, NPBI Emmer-Compascuum, NL
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Entnahme von 50 ml gewaschener Erythrozytensuspension fiir die weiteren Wéschen.

2. bis 4. Wische: Verdiinnung mit 450 ml isotoner NaCl-Lsung (entspricht einer Verdiinnung

von 1:9), Zentrifugation fiir 10 min bei 1000 g, Abtrennen des Uberstandes.

Zur Bilanzierung des freien Himoglobins wurde in den durch die jeweiligen Wischen abge-
trennten Uberstinden zunichst photometrisch die Himoglobin-Konzentration bestimmt (Test-
Kit: Merckotest, Merck, Nr. 3317, photometrische Messung bei 546 nm). Mit Hilfe der Volu-
mina der Uberstinde wurde daraus die Masse des bei jedem Waschschritt abgetrennten Himo-

.68 Analog wurde mit dem Uberstand der Salzstabilititsmessung verfahren,

globins errechne
also dem Uberstand, der nach der Zentrifugation der 40-fach verdiinnten Erythrozytensuspen-
sion direkt nach dem Wiedererwirmen abgetrennt wurde (vergl. Kapitel 8.4). Der daraus ermit-
telte Wert (im Folgenden als ,,Gesamt* bezeichnet und zu 100 % gesetzt) entspricht demzufolge

der Himoglobinmasse, die gemél des Salzstabilitdtstests freigesetzt werden wiirde.

Die in Bild 6.4 dargestellten Ergebnisse zeigen zunéchst, da3 durch den ersten Waschschritt
lediglich 55,9 % des freien ,,Gesamt-Hamoglobins* eliminiert wurden. Dies ist durch die gerin-
ge Verdiinnung von 1:1 bei diesem Waschschritt zu erkldren. Da sich demnach nach der ersten
Wische noch durchschnittlich 6,92 g freies Hamoglobin in der Probe befinden, wird deutlich,
daf} diese Methode zum Erreichen des in Kapitel 2.3.6 erlduterten Ziels von 200 mg freiem
Héamoglobin pro Konserve nicht geeignet ist. Das Eliminationsverhalten der 2.-4. Wische ist je-
doch aufgrund der Verdiinnung von 1:9 deutlich besser: Bezieht man z.B. die durch die zweite
Wische abgetrennte Himoglobinmasse von 6,78 g auf die vor dieser Wiasche noch vorhandene
Masse von 6,92 g, ergibt sich eine Eliminationsrate von 97,98 %. Eine Wert dieser Gro3enord-
nung wére fiir das Auswaschen gro3volumiger Proben fiir eine klinische Umsetzung des Ver-
fahrens deutlich geeigneter, 1d6t sich aber nur durch entsprechend hohe Vorverdiinnungen
erzielen. Diese haben den Nachteil, da3 die zu zentrifugierenden Volumina bei einem Aus-
gangsvolumen von ca. 450 ml derart grof3 wiirden, dafl das Verfahren insgesamt nicht mehr

praktikabel wire.

68. Fiir die 2.-4. Wiasche wurden die Werte von dem gewaschenen Probenvolumen von 50 ml auf das
urspriingliche Erythrozytenvolumen der Probe hochgerechnet, so daB3 sich die gesame Bilanzierung auf
dieses Volumen bezieht.
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Bild 6.4: Ergebnisse der Studie zum mehrfachen Auswaschen von freiem Hdmoglobin. Dargestellt sind
die auf das Volumen einer Konserve hochgerechneten Massen an freiem Hdmoglobin. Bezugs-
wert (100 %) ist der aus dem Uberstand der Salzstabilititsmessung ermittelte Wert (,, Ge-
samt*). Der mit ,, Summe* bezeichnete Wert ergibt sich durch Aufaddieren der Werte aus 4
Waschschritten.

Der Verlauf der jeweils ausgewaschenen Masse an Himoglobin nimmt mit zunehmender An-
zahl an Wischen deutlich ab. So entspricht der Wert fiir die 4. Wasche von 164 mg gerade noch
1,04 % des freien ,,Gesamt-Hédmoglobins®. Es ist somit sehr wahrscheinlich, dal bei weiteren
Wischen das freie Himoglobin in der Waschlosung unter die Nachweisbarkeitsgrenze fallen
wiirde, und somit ein Zustand erreicht wére, bei dem kein freies Himoglobin mehr festgestellt

werden konnte.

Die Bilanzierung ergibt als Summe der durch die 4 Wischen entfernten Himoglobinmassen ei-
nen Wert, der ca. 10 % iiber dem aus dem Uberstand der Salzstabilitit ermittelten freien ,,Ge-
samt-Hamoglobin“ liegt. Dies konnte darauf hinweisen, dall bei mehrfachem Waschen mehr
Héamoglobin aus geschiadigten Erythrozyten freigesetzt wird, als sich durch die Salzstabilitéts-
messung erfassen 1dft. Andererseits ist der Unterschied zwischen dem Wert des freien ,,Ge-
samt-Hdamoglobins* und dem aufsummierten Hdmoglobin nicht signifikant (Varianzanalyse

mit =5 %). Dies 1aBt die SchluBfolgerung zu, daf3 die anhand des Salzstabilitétstests ermittelte
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Zelliiberlebensrate das volle Ausmal} der sich bei hoher Verdiinnung einstellenden Hdmolyse

reprisentiert.

6.4 Schidigung nach mehrfachen Frier-Tau-Zyklen

Ziel der in diesem Kapitel vorgestellten Studie war es, die Art und Weise der bei der Kryo-
konservierung stattfindenden Zellschiddigung genauer zu charakterisieren. Dabei lag die grund-
sdtzliche Frage zugrunde, ob es beim Einfrieren bzw. Wiedererwarmen zu einer Vorschidigung
von Erythrozyten kommt, die nicht unmittelbar nach dem Wiedererwédrmen, sondern gegebe-

nenfalls erst zu einem spéteren Zeitpunkt (z.B. nach einer Transfusion) zur Hamolyse fiihrt.

/Allen 76/ konnte anhand von rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen, dal3 Ery-
throzyten, die mit HES kryokonserviert worden waren, winzige Membrandefekte aufwiesen.
Da unklar bleibt, ob das Vorhandensein derartiger Defekte als ,,subletale Schadigung* im Sinne
einer Vorschiadigung interpretiert werden kann, wurde die Technik mehrfacher Frier-Tau-Zy-
klen in dieser Studie angewandt. Anhand des Verhaltens der ermittelten Zelliiberlebensraten in
Abhingigkeit von der Anzahl der durchfahrenen Zyklen konnen Aussagen iiber die Auswirkun-
gen eventuell vorhandener subletaler Schidigungen getroffen werden. Vergleichbare Arbeiten
mit HES-kryokonservierten Erythrozyten liegen nicht vor. /Takahashi 88/ verglich durch An-
wendung von insgesamt drei Frier-Tau-Zyklen die Phagozytosefunktion von Monozyten bei
Verwendung von HES bzw. DMSO. Ziel dabei war allerdings lediglich, den Unterschied zwi-
schen den Additiven zu verdeutlichen. /Bryant 95/ zeigte anhand von DSC-Untersuchungen bei
Anwendung mehrfacher Frier-Tau-Zyklen, da3 der Anteil der prozessierten Lymphozyten, der
durch intrazelluldre Eisbildung geschddigt wurde, mit der Anzahl der Zyklen exponentiell in
Form einer Sittigungsfunktion anstieg. Er folgerte daraus, dal intrazelluldre Eisbildung ein
stochastischer Prozef3 sei. Diese Untersuchungen gaben letztlich den Anlaf zu der im Folgen-
den vorgestellten Studie. Dabei wird zunéchst ein entsprechendes Schidigungsmodell erldutert.
Nach der Beschreibung der vorgenommenen Versuche wird dieses anschlieBend auf die Ergeb-

nisse angewendet und diskutiert.

Schadigungsmodell

Eine stochastische Schidigung liegt dann vor, wenn die Wahrscheinlichkeit der Schadigung fiir
alle Zellen immer gleich groB ist. Wendet man das der Schiadigung zugrundeliegende Ereignis
mehrfach an, dann 1468t sich der Anteil an geschidigten Zellen durch eine exponentielle Sétti-

gungsfunktion beschreiben. Verwendet man, wie bei der HES-Kryokonservierung iiblich,
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anstelle der Schadigungsrate eine Zelliiberlebensrate (Salzstabilitétstest, s. Kapitel 8.4), dann
148t sich deren Verlauf in Abhéngigkeit von der Anzahl der Frier-Tau-Zyklen n wie folgt be-

schreiben:

—k-ngp

S("FT) =e (6.1)
Ermittelt man die relative Zelliiberlebensrate Sy als Anteil der Zellen, die von einem Zyklus

zum darauffolgenden iiberleben, so ergibt sich:

(npr) —k

= e = const. (5~2)

S, =
K S(”FT— 1)

Der Ausdruck ist konstant, es wiirde demnach von einem Zyklus zum darauffolgenden immer

der gleiche Anteil an Zellen iiberleben, was der oben angefiihrten Beschreibung der stochasti-

schen Schidigung entspricht.

Das im Folgenden dargestellte erweiterte Schadigungsmodell soll den Fall beriicksichtigen, daf3
die Uberlebensrate von einem zum darauffolgenden Zyklus nicht konstant ist, sondern zu- oder

abnimmt.

- Zunahme: Dies wiirde bedeuten, daBl von Zyklus zu Zyklus immer weniger Zellen geschédigt
werden. Dieser Fall konnte eintreten, wenn die in der Suspension enthaltenen Erythrozyten
unterschiedlich empfindlich auf die durch Frieren und Tauen ausgeiibte Belastung reagieren
wiirden: Sensiblere Zellfraktionen wiirden hauptsidchlich wahrend der ersten Zyklen, robu-
stere erst nach mehreren Zyklen geschédigt, so da3 die Schiddigung von Zyklus zu Zyklus

kleiner werden wiirde, die Uberlebensrate analog dazu grofer.

- Abnahme: Mogliche Ursache dafiir konnte die eingangs erwdhnte Vorschiddigung sein: Zel-
len, die wéhrend der ersten Zyklen vorgeschidigt wiirden, wiren bei den darauffolgenden
Zyklen anfilliger, und wiirden somit leichter geschéddigt. Es finde eine akkumulierende
Schidigung statt, die sich in einer Abnahme der Uberlebensrate von einem zum darauffol-

genden Zyklus duBern wiirde.

Zur Beschreibung dieser Effekte wird ein Schidigungsmodell vorgeschlagen, bei dem der Zu-
sammenhang zwischen Zelliiberlebensrate S(,,,) und Anzahl der Zyklen 1, ebenfalls durch
eine Exponentialfunktion gegeben ist, deren Exponent p allerdings den Einflu3 von n . be-

stimmt;
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p
—k-ngp

)= ¢ (6.3)

(ngr
Bild 6.5 zeigt exemplarisch den Verlauf dieser Funktion fiir verschiedene Werte des Exponen-
ten p. Je groBBer p wird, desto eher nimmt die Kurve einen sinoiden Verlauf an, was bereits dar-

auf hindeutet, daf3 dabei eine Zunahme der Schadigung von Zyklus zu Zyklus vorliegt.
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Bild 6.5: Verlauf der zur Beschreibung des vorgeschlagenen Schéidigungsmodells verwendeten Expo-
nentialfunktion (Gleichung 6.3) in Abhdngigkeit von der Anzahl der Frier-Tau-Zyklen. Darge-
stellt sind Kurven fiir verschiedene Werte des Exponenten p. Der Koeffizient k wurde aus
Griinden der Veranschaulichung so angepaf3t, daf3 sich bei npp = 5 jeweils gleiche Werte fiir
S(n +) ergaben.

Deutlicher wird dies, wenn man analog zu Gleichung 6.2 die relative Zelliiberlebensrate

Sr (prs P) ermittelt:

P
—k-ngyp

S(”FT) _ _

k- ((npr— l)p— nFTp)

SRy p) = = » = €

b S(”FT—l) —k-(pr=1)
e

(6.4)

Bezieht man diesen Ausdruck auf die relative Zelliiberlebensrate flir p=1, ergibt sich:
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_ Sp S
(npr, R (npr,
SROnppp) = il = "_F,jp) (6.5)
R(in,le) e
k+ k- ((npr=1)" = npr") k- ((npp=1)"=np +1)
=e = e

Dieser Ausdruck gibt also an, wie sich die relative Zelliiberlebensrate im Vergleich zu der kon-
stanten relativen Zelliiberlebensrate fiir p=1 (entsprechend der stochastischen Schadigung) ver-

halt. In Bild 6.6 ist der Verlauf von Sg (np, p) TUr die bereits in Bild 6.5 verwendeten Werte von

p und k dargestellt.
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Bild 6.6: Relative Zelliiberlebensrate bezogen auf die konstante relative Zelliiberlebensrate fiir p=1 ge-
mdf} Gleichung 6.5. Die Werte fiir p und k entsprechen denen aus Bild 6.5.

Man erkennt deutlich den Anstieg von S (nqp, p) it der Anzahl der Zyklen fiir p<1, wéhrend
der Ausdruck fiir p>1 abfillt. Dies entspricht gerade den beiden erlduterten Effekten ,,Zell-

alterung® und ,,Vorschiadigung®.

Versuchsdurchfiihrung
Die Aufbereitung der Erythrozytensuspension vor dem Einfrieren erfolgte gemil dem in

Kapitel 8.3 beschriebenem Protokoll.®” Zum Einfrieren und Wiedererwéirmen wurde das bereits
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in Kapitel 3.1 vorgestellte Gerit zum kiihlratengeregelten Einfrieren kleinvolumige Proben ver-
wendet. Eine ausfiihrliche Beschreibung dieses Verfahrens findet sich in /Heschel 02/. Das ver-
wendete Probenvolumen war 1 ml. Mit einer entsprechend modifizierten Version des zur
Temperaturregelung verwendeten PC-Programms war es moglich, den Verlauf der Soll-Tem-
peratur in beliebig vielen Segmenten vorzugeben, so daf die Anzahl der Frier-Tau-Zyklen je-
weils automatisch durchfahren wurde’?. Fiir jede aufbereitete Blutspende (insges. n=3) wurden
bis zu 10 Zyklen gefahren, pro Zyklus wurden je drei Proben prozessiert. Nach Abschluf3 der
Zyklen wurde die Zelliiberlebensrate anhand des Salzstabilitétstests (s. Kapitel 8.4) durchge-
fiihrt.

69. Es wurde mit Zellwische vor dem Einfrieren aufbereitet. Die verwendete Hydroxyethylstiarke-Modifi-
kation war HES L200 (vergl. Kapitel 8.1) mit einer NaCl-Konzentration von 60 mmol/l

70. Die dabei verwendeten Parameter waren:
Start-Temperatur: 37 °C, Kiihlrate: 200 K/min, Haltezeit: 15 s, Heizrate: 200 K/min
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Ergebnisse
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Bild 6.7: Ergebnisse der Studie zum mehrfachen Einfrieren/Wiedererwdrmen. Exemplarischer Verlauf
der gemessenen Salzstabilititen der Proben aus einer Blutspende iiber insgesamt 10 Frier-
Tau-Zyklen und durch lineare Regresseion ermittelter Schidigungsverlauf nach dem Modell
zur stochastischen Schidigung (p=1) im Vergleich zu dem erweiterten Modell (p#1).

Bild 6.7 zeigt exemplarisch die aus einer der Spenden erzielten Ergebnisse. Ein exponentieller
Abfall der ermittelten Zelliiberlebensraten mit der Anzahl der Frier-Tau-Zyklen ist offensicht-
lich. Durch nicht-lineare Approximation nach dem Levenberg-Marquardt Algorithmus wurden
die Parameter des Schiadigungsmodells fiir stochastische Schidigung (Exponent p=1), sowie

t.”! Die entsprechenden Verliufe sind

des erweiterten Schiadigungsmodells (p variabel) ermittel
in Bild 6.7 eingezeichnet. Analog zu den in Bild 6.5 dargestellten Verldufen zeigt die Kurve fiir

das erweiterte Modell mit dem berechneten Exponent von p=1,1 einen leicht sinoiden Verlauf,

71. Die dafiir angesetzte Approximationsfunktion entspricht Gleichung 6.3. Fiir das stochastische Modell
wurde p=1 gesetzt, fiir das erweiterte Modell dagegen wurde p entsprechend variiert. Der Koeffizient k
wurde bei beiden Modellen variiert. Der Parameter Sy, entspricht der Zelliiberlebensrate vor dem ersten
Zyklus. In beiden Féllen wurde dafiir direkt der gemessene Wert (Salzstabilitdt nach der Zugabe der
Frierschutzlosung) angesetzt.
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und scheinen die MeBwerte besser zu beschreiben. Dies zeigt sich insbesondere bei den Ergeb-
nissen der Zyklen 1 und 2. Nach dem in Bild 6.6 dargestellten Verlauf der relativen Schadi-

gungsrate fiir p>1 wiirde dies fiir die Existenz einer Vorschédigung sprechen.
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Bild 6.8: Ergebnisse der Approximationen mit dem erweiterten Schdadigungsmodell (Gleichung 6.3) bei
Variation des Exponenten p.

Um diesen Sachverhalt besser tiberpriifen zu konnen, wurden fiir die Ergebnisse aus allen drei

Spenden Approximationen unter Variation des Exponenten p durchgefiihrt. Gleichung 6.8 zeigt

als Ergebnis die dabei ermittelten Regressionskoetfizienten. Die Maxima liegen jeweils bei

denjenigen Werten fiir p, die die beste Regression liefern. Alle drei Werte liegen legen oberhalb

p=1 in etwa der gleichen GréBenordnung von p=1,1. Somit wire dem erlduterten Schadigungs-

modell zufolge die Existenz einer Vorschidigung wahrscheinlich. Fraglich bleibt jedoch, wie

deren Ausmal abgeschitzt werden kann, bzw. wie deren Relevanz ist. Dazu wiéren entsprechen-

de Vergleichsmessungen erforderlich mit einem Kryokonservierungsprotokoll, bei dem man

von einer rein stochastischen Schdadigung ausgehen kann. Statistisch wiirde sich dann gegebe-

nenfalls eine signifikante Erh6hung der ermittelten Werte fiir den Exponent p gegeniiber dieser

Vergleichsgruppe feststellen lassen, deren Mittelwert fiir p idealerweise bei p=1 ldge. Da ein

derartiges ,,Referenzprotokoll nach dem bisherigen Erkenntnisstand nicht bekannt ist, ist die
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Einschétzung der besseren Beschreibung der MeBwerte durch das modifizierte Schiadigungs-
modell nur auf subjektiver Basis moglich: Die aus Bild 6.8 hervorgehende Abweichung des
Exponenten p von p=1 kann als vergleichsweise gering eingeschétzt werden - der exemplari-
sche Verlauf der gemessenen Zelliiberlebensraten im Vergleich zu den Ergebnissen der beiden
Modelle in Bild 6.7 fiihrt ebenfalls zu dieser Einschédtzung. Falls also tatséchlich eine Vorschi-

digung durch das eingesetzte Verfahren vorliegt, so wird deren AusmaB als gering eingeschitzt.

6.5 Zusammenfassung und Diskussion

Ziel der in diesem Kapitel vorgestellten Studien war es, mdgliche Alternativen zu den bei Ery-
throzyten hiufig eingesetzten Vitalitétstests zu ermitteln und auf ihre Eignung hin zu {iberprii-
fen. Der Schwerpunkt lag dabei auf der Charakterisierung der durch die Kryokonservierung

hervorgerufenen Zellschiadigung (Kapitel 6.3 und Kapitel 6.4).

Die Studie zur rheooxymetrischen Bestimmung der Sauerstofftransportkapazitét (Kapitel 6.2)
ergab keine signifikante Verminderung der Transporteigenschaften durch das angewandte
Kryokonservierungsverfahren. Aufgrund der Tatsache, dal} es sich einerseits bei der Rheooxy-
metrie um ein wenig untersuchtes Verfahren handelt, andererseits der verwendete Stichproben-
umfang noch sehr gering war, erscheint die Durchfiihrung weiterfiihrender Untersuchungen zur
Erhohung der Aussagekraft des Verfahrens angebracht. Diese sollten neben einem hoheren
Stichprobenumfang insbesondere auch Messungen mit fliissiggelagerten Erythrozyten beinhal-
ten, um einen direkten Vergleich zur Kryokonservierung zu ermdglichen. Das Verfahren der
Rheooxymetrie selbst sollte dabei zunéchst hinsichtlich der himolysierenden Wirkung der ver-
wendeten Gleitringdichtung untersucht und gegebenenfalls optimiert werden, beispielsweise
durch Verwendung einer Fliissigkeitsdichtung /Paul 00/. Ein derart modifiziertes Verfahren
konnte anstelle des rotierenden Aquilibrators zum anfinglichen Desoxygenieren der Proben ge-
nutzt werden, ohne dal3 dabei bereits Himolyse von grofBerem Ausmal} hervorgerufen wiirde.
Die MefBzeiten wiirden sich erheblich verkiirzen, was die Moglichkeit er6ffnen wiirde, das Ver-

fahren zur Optimierung von Kryokonservierungsprotokollen einzusetzen.

Anhand der Studie zum mehrschrittigen Auswaschen (Kapitel 6.3) konnte gezeigt werden, daf3
die Himoglobinfreisetzung aus kryokonservierten Erythrozyten nach mehrfacher Zellwésche
zum Erliegen kommt. Weiterhin war die Summe des in den abgetrennten Waschlosungsiiber-
stainden gemessenen Hadmoglobins nicht signifikant grofer als der aus der Salzstabilitdtsmes-

sungen ermittelte Wert. Dies bedeutet einerseits, dal die durch die Kryokonservierung
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hervorgerufene Zellschdadigung nicht dazu fiihrt, dal bei wiederholter Verdiinnung des Extra-
zellularraums kontinuierlich weiteres Himoglobin aus moglicherweise geschiadigten Erythro-
zyten freigesetzt wird. Andererseits zeigt es, da3 sich mit dem Salzstabilitétstest die maximal
durch in-vitro-Verdiinnung erzeugbare Himoglobinfreisetzung tatsidchlich erfassen 1dft. Dies
kann als Voraussetzung dafiir angesehen werden, dafl der Salzstabilitétstest eine Abschéitzung

der nach der Transfusion einsetzenden, intravasalen Himolyse ermdglicht.

Fir die Auswertung der Studie zur Schidigung nach mehrfachen Frier-Tau-Zyklen
(Kapitel 6.4) wurde zunéchst ein Schiadigungsmodell hergeleitet, welches eine Erweiterung des
bei stochastischer Schidigung vorliegenden exponentiellen Abfalls der Zelliiberlebensrate dar-
stellt. Durch nicht-lineare Regression konnten dabei fiir den Exponenten p als entscheidenden
Parameter des Modells fiir alle prozessierten Proben Werte ermittelt werden, die oberhalb p=1
liegen. Dies weist zwar auf das Vorhandensein einer durch die Kryokonservierung verursachten
Vorschadigung der Erythrozyten hin, der Effekt wird aber als geringfiigig ausgeprégt einge-
schitzt. Eine mogliche Anwendung dieser Methode konnte in der Verfahrensoptimierung lie-
gen: Es konnte damit ermittelt werden, ob eine Variation bestimmter Parameter wie Kiihlrate,
Additivzusammensetzung, etc. zu einer signifikanten Anderung des Exponenten p fiihrt, und ob

diese Parameter demzufolge mehr oder entsprechend weniger zur Vorschidigung beitragen.

LaBt man die Tatsache auBBer Acht, da3 die VergroBerung der wihrend der Zellwéschen freige-
setzten Hamoglobinmasse gegeniiber der aus den Salzstabilitdtsmessungen ermittelten in der
Studie zum mehrschrittigen Auswaschen statistisch nicht signifikant ist, und nimmt somit also
an, daB sich durch den Salzstabilitdtstest doch nicht das gesamte Ausmall an Hamoglobin aus
geschidigten Erythrozyten erfassen 146t, dann konnte dieser Effekt auf die gleiche Ursache wie
die in der Studie zum mehrfachen Frieren-Tauen festgestellte Vorschddigung zuriickzufiihren
sein: Der Anteil an Erythrozyten, der bei der Salzstabilitdtsmessung kein Himoglobin freisetzt,
sondern erst nach mehrfachem Auswaschen, wéire demnach gerade identisch mit dem Anteil der
vorgeschédigten Erythrozyten der Studie zum mehrfachen Frieren-Tauen. Da aber hierbei eben-
falls der Salzstabilititstest zur Bestimmung der Zelliiberlebensrate verwendet wird, ,,entgeht
dieser Anteil auch hierbei zunichst der Himoglobinfreisetzung, bis die Schiadigung nach eini-
gen Frier-Tau-Zyklen so weit fortgeschritten ist, da es zur Himoglobinfreisetzung wéhrend der
Salzstabilitditsmessung kommt. Vereinfacht ausgedriickt wiirde dies bedeuten, daf3 die durch die
Kryokonservierung hervorgerufene Schadigung jeweils unterschiedlich stark ausgepragt ist,

und sich durch die Salzstabilititsmessung immer nur Zellfraktionen bis zu einer definierten
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unteren Grenze dieses Schidigungsgrades ermitteln lassen. Diese Vorstellung der ,,partiellen
Schidigung* 4Bt sich gut in Ubereinstimmung bringen mit den von /Allen 76/ gezeigten Mem-
brandefekten (s. Kapitel 6.4): Wenn diese ndmlich unterschiedlich groB sind, konnte die Grof3e
letztlich festlegen, ob und gegebenenfalls bei welcher extrazelluldrer Verdiinnung es zum Aus-

tritt von Himoglobin kommt.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Die Behandlung der bei der Kryokonservierung biologischer Systeme relevanten Problem-
stellungen sowie die erfolgreiche Entwicklung und Optimierung geeigneter Konservierungs-
verfahren erfordert interdisziplindre Losungsansidtze. Die vorliegende Arbeit ist
schwerpunktméBig den ingenieurwissenschaftlichen Fragestellungen gewidmet, die sich bei der

Kryokonservierung humaner Erythrozyten mit dem Schutzadditiv Hydroxyethylstarke ergeben.

Zielsetzung der dargestellten Untersuchungen war dabei eine Optimierung der thermischen Pro-
zelfiihrung derart, daB3 sich die durch Einfrieren und Wiedererwarmen verursachte Zellschédi-
gung deutlich verringern 1dBt. Den Hintergrund dafiir stellt die geplante Umsetzung des
Verfahrens zur klinischen Anwendung dar. Die dargestellten experimentellen und numerischen
Studien beziehen sich daher im Wesentlichen auf gro3volumige Proben. Dies entspricht einem
Verfahren, das sich in der transfusionsmedizinischen Praxis zur Konservierung der Erythrozy-
tenmenge eignet, die aus jeweils einer Blutspende (450 ml) gewonnenen werden kann. Die be-
sondere Herausforderung lag daher im ,Scale-Up“, also einer Ubertragung von
Zusammenhdngen und Erkenntnissen auf dieses Verfahren, die in Parameterstudien mit klein-

volumigen Proben gemacht wurden.

Der erste Teil der Arbeit (Kapitel 3) widmet sich dem Einfrieren. Der in einem berippten Ein-
friercontainers stattfindende Abkiihlvorgang wurde analysiert mit dem Ziel, Moglichkeiten zur
Erweiterung des erzielbaren Kiihlratenbereichs aufzuzeigen. Durch einen Vergleich von Ergeb-
nissen aus stationdren und instationdren Warmeiibergangsmessungen konnte dargelegt werden,
daf die Existenz einer Temperaturdifferenz zwischen Fliissigstickstoff und dem in dem Contai-
ner eingesetzten Rippenprofil Voraussetzung fiir eine Erh6hung des Warmeiibergangs ist. An-
hand von Temperaturmessungen in l1dsungsbefiillten Gefrierbeuteln konnte gezeigt werden, daf3
sich eine Verringerung des Zustromquerschnitts fiir Fliissigstickstoff durch vorgeschaltete

Blenden zum Erzielen geringerer Kiihlraten nutzen 148t.

Als Weiterentwicklung des bestehenden Containersystems wire eine Konstruktion denkbar, die
einerseits eine Verringerung der erzielbaren Kiihlraten durch diesen Effekt ermoglicht, mit der
sich andererseits durch eine Beheizung der Rippenprofile eine Temperaturdifferenz zwischen
Fliissigstickstoff und Rippenprofil und somit einer Erh6hung der Kiihlraten erzielen 1483t. Beide
Effekte kdnnten somit zur Anfertigung von Parameterstudien {iber einen vergroferten Kiihlra-

tenbereich genutzt werden.
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Im zweiten Teil der Arbeit (Kapitel 4) wird ein neuartiges Verfahren zum schnellen Wiederer-
wérmen vorgestellt. Das grundlegende Prinzip des Verfahrens ist der konvektive Wéarmeeintrag
in die aufzutauende Probe durch temperiertes Wasser. Im Unterschied zu konventionellen
Schiittelwasserbdadern wird der Probe dabei anstelle einer translatorischen Schiittelbewegung
eine Orbitalbewegung aufgeprigt. Ein weiterer wesentlicher Bestandteil des Verfahrens ist die
Verwendung eines doppelseitig ausgefiihrten Pralldiisenfeldes. Die im Auftrittsbereich der Dii-
sen entstehenden Verformungen des Gefrierbeutels bewirkt dabei eine Verjlingung des Beutel-
querschnitts. Ziel bei der Anwendung dieser beiden Prinzipien ist die Verbesserung der
Konvektion im bereits geschmolzenen Anteil der aufzutauenden Probe (Fliissiggebiet), insbe-

sondere durch die Kombination aus der Querschnittsverjiingung und der Orbitalbewegung.

Anhand von Temperaturmessungen in 16sungsbefiillten Beuteln und anschlieBender Bestim-
mung der Tauzeit als derjenigen Zeit, innerhalb der eine potentielle Zellschiddigung wihrend
des Wiedererwiarmungsvorganges stattfinden kann, lieB sich die Auswirkung der beiden Prin-
zipien auf das Wiedererwdrmungsverhalten studieren: Im Vergleich zum konventionellen
Schiittelwasserbad fiihrte sowohl die alleinige Verwendung der Orbitalbewegung als auch de-
ren Kombination mit dem Pralldiisenfeld jeweils zu einer Verbesserung des Wiedererwir-
mungsverhaltens im Sinne kleinerer Tauzeiten. Als entscheidender Parameter, der zur
Verringerung der Tauzeit fiihrt, konnte das Molekulargewicht der als Beutelfiillung verwende-

ten Hydroxyethylstiarkelosung identifiziert werden, was sich tiber deren Viskositit erkldren 143t.

Durch die Ergebnisse einer Parameterstudie, die mit Hilfe eines numerischen Modells zur Si-
mulation des Wiedererwdrmungsverhaltens durchgefiihrt wurde, lie3 sich ermitteln, dal3 der
Wirmelibergang vom temperierten Wasser auf den Gefrierbeutel nur wenig Einflull aufweist,
wiéhrend die Verbesserung des Wiedererwarmungsverhaltens iiberwiegend auf die Erhohung
des Wirmeiibergangs im Fliissiggebiet der Probe zuriickgefiihrt werden kann. Dieser 148t sich
nach den numerisch gewonnenen Ergebnissen zu urteilen durch eine Vergroferung des Boh-
rungsdurchmessers der verwendeten Pralldiisen oder durch eine Erh6hung der Frequenz der
Orbitalbewegung noch weiter steigern. Die experimentellen Daten weisen aber darauf hin, daf3
insbesondere die Verwendung von Hydroxyethylstérke mit noch geringerem Molekulargewicht
als das der bisher verwendeten Modifikationen mit 200.000 g/mol (mittelmolekular) und

70.000 g/mol (niedermolekular) ein vielversprechende Mafinahme darstellen wiirde.

Im dritten Teil der Arbeit (Kapitel 5) wurde der Einflu3 der bis dahin dargestellten Ergebnisse

zur Optimierung der thermischen ProzeBfiihrung auf die Kryokonservierung anhand von
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experimentellen Studien untersucht. Eine Kombination des neuen Verfahrens zum schnellen
Wiederwiarmen mit der Verwendung niedermolekularer Hydroxyethylstirke als Schutzadditiv
stellte sich als Verfahrensverbesserung im Sinne hoherer Zelliiberlebensraten heraus. Das
grundlegende Ziel, schnelles Wiedererwiarmen zur Verringerung der Zellschdadigung zu nutzen,
konnte somit erreicht werde. Durch eine Variation der Salzkonzentration und der Kiihlrate, die
mit Hilfe der in Kapitel 3 dargestellten Modifikation des berippten Einfriercontainers vorge-
nommen wurde, konnten zwar absolut gesehen keine Verringerung der Zellschddigung erreicht
werden, dennoch zeigen die Ergebnisse, da3 sich durch eine feinere Abstimmung dieser Para-
meter die Moglichkeit der Verfahrensoptimierung bietet. Eine Variation der Wasserbadtempe-
ratur zeigte ein eindeutig ausgeprigtes Optimum im Bereich der bei den iibrigen Studien
standardméBig eingesetzten Temperatur von 60 °C. Nach den Ergebnissen einer Belastungs-
studie zu urteilen, ist der Einflul von mechanischer Schidigung, die durch die erhohte Konvek-

tion im Fliissiggebiet der Probe verursacht wird, vernachldssigbar klein.

Die im vierten und letzten Teil der Arbeit (Kapitel 6) dargestellten Studien wurden mit dem Ziel
durchgefiihrt, die durch das Kryokonservierungsverfahren verursachte Zellschddigung néher zu
charakterisieren, um gleichzeitig Alternativen zu etablierten Vitalititstests aufzuzeigen. Durch
eine Studie zur rheooxymetrischen Bestimmung der Sauerstofftransportkapazitit konnte ge-
zeigt werden, daf3 das unter kapillardhnlichen Bedingungen getestete Sattigungsverhalten bei
kryokonservierten im Vergleich zu nativen Erythrozyten nicht vermindert ist. Die sukzessive
Durchfithrung mehrfacher Zellwédschen bei kryokonservierten Erythrozyten zeigt, dal die
Héamoglobinfreisetzung nach mehreren Schritten zum Erliegen kommt. Durch eine Bilanzie-
rung des in insgesamt 4 Schritte ausgewaschenen Hdmoglobins 146t sich die Aussagekraft des
im Rahmen der Arbeit standardmifBig durchgefiihrten Salzstabilitétstests belegen, da die dabei
erfalite Himoglobinmenge nur geringfiigig kleiner als die bilanzierte ist. Die Durchfiihrung
mehrfacher Frier-Tau-Zyklen zeigt einen annédhernd exponentiellen Abfall der Zelliiberlebens-
rate mit der Anzahl der Zyklen, was einer konstanten Schidigungsrate und damit einer stocha-
stischen Schidigung entspricht. Eine genauere Analyse mit einem erweiterten
Schiadigungsmodell zeigt jedoch, daf3 die Schadigungsrate von Zyklus zu Zyklus leicht ansteigt,
so daf der Schiadigungsverlauf auf ein gewisses Mal} an Vorschddigung hinweist. Die Ergeb-
nisse sprechen fiir die Existenz einer partiellen Schddigung, die sich erst nach mehreren Frier-
Tau-Zyklen bzw. nach mehreren Verdiinnungsschritten durch Hadmoglobinfreisetzung aus-
wirkt, wobei der Effekt nur sehr schwach ausgeprégt ist, und die Aussagekraft des Salzstabili-

tétstests dadurch keinesfalls eingeschrankt wird.
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Der Ausblick der vorliegenden Arbeit fokussiert sich konsequenterweise auf die Fragestellung,
welche Mallnahmen der Verfahrensoptimierung erforderlich sind, um den zur Zulassung und
klinischen Anwendung erforderlichen Reifegrad zu erlangen. Hier sind mit den fiir die Zulas-
sung in Deutschland zustéindigen Behorden zunéchst die entsprechenden Rahmenbedingungen
zu kldren, da die Richtlinien, welche die bei der Herstellung von Blutprodukten einzuhaltenden
und  nachzuweisenden  Qualitdtsparameter  festlegen  /Council of  Europe 02,
Bundesirztekammer 00/ auf bereits zugelassene Produkte abgestimmt sind, also in diesem Fall
auf fliissiggelagerte Erythrozytenkonzentrate bzw. mit dem Glycerinverfahren konservierte
Erythrozyten. Erst wenn eindeutige Angaben iiber die zu erreichenden Parameter und vor allem
die MeBmethoden vorliegen (insbesondere freies Himoglobin im Uberstand, Wiederfindungs-
rate, Restkonzentration an Hydroxyethylstirke), kann ein Konzept zur Verfahrensoptimierung

erstellt werden.

Aus momentaner Sicht diirfte dabei insbesondere die Entwicklung eines geeigneten Verfahrens
zum maschinellen Auswaschen wichtig sein, da das erhebliche Ausmal an freiem Himoglobin
nach dem Wiedererwiarmen eine Zellwasche mit sehr hoher Elimination erfordert. Gleichzeitig
sind die beschriebenen MaBnahmen zur Optimierung der thermischen ProzeBfiihrung beim Ein-
frieren und Wiedererwdrmen einzuleiten. Als Option sollte die Verwendung einer nieder-

molekularen HES mit noch geringerem Molekulargewicht dabei in jedem Fall gepriift werden.

Die Chancen, dadurch den fiir die Zulassung erforderlichen Verfahrensstand zu erreichen, sind
aus heutiger Sicht gut, wenn auch die erforderlichen Optimierungsschritte noch einen erhebli-
chen Arbeitsaufwand bedeuten mogen. Das Ziel, ein fiir homologe und autologe Anwendungen
gleichermalen geeignetes und anerkanntes Verfahren mit allen beschriebenen Vorteilen ent-
wickeln zu konnen, das sowohl aus medizinischer als auch aus wirtschaftlicher Sicht Vorteile

bietet, sollte dabei im Mittelpunkt stehen.



117

8. Anhang

8.1 Bezeichnung und Aufbereitung der verwendeten HES-Modifikationen
Bezeichnung Hersteller M(i\l/f\l;l l[agr/%ﬁ z&ii]cht Substilt)ustif)/?sgrad
BE 70 Serum-Werk 70.000 0,5
Bernburg AG, Bernburg
BE 130 dto. 130.000 0,4
BE 200 dto. 200.000 0,5
BE 450 dto. 450.000 0,7
L 200 Fresenius Kabi Austria 200.000 0,62
GmbH, Graz

Tabelle 8.1: Bezeichnung und Eigenschaften der verwendeten HES-Modifikationen

Da die Wirksamkeit extrazelluldrer Gefrierschutzadditive generell von der Anwesenheit nieder-

molekularer Verunreinigungen beeinflult wird, und da bei der Kryokonservierung nach den

hier abgewandten Verfahren zudem eine definierte Konzentration an Natriumchlorid erforder-

lich ist, wurde das pulverformigen Rohprodukts durch Dialyse aufbereitet. Dabei werden alle

niedermolekularen Stoffe entfernt. Die gesamte Aufbereitung der Stérke beinhaltet die im Fol-

genden beschriebenen Schritte:

- Losen des pulverformigen Rohprodukts in bi-destilliertem Wasser in einer Konzentration

von ca. 10 g/dL.

- Dialyse gegen demineralisiertes Wasser unter Verwendung von Dialyseschlduchen aus

regenerierter Zellulose’?. Die Dialyse wurde solange durchgefiihrt, bis durch flammen-

photometrische Kontrolle kein Natrium mehr nachweisbar war.

- Wasserentzug durch Verwendung eines Rotationsverdampfers bis zu einer Konzentration

von ca. 40 g/dl.

- Vollstindiger Wasserentzug durch Gefriertrocknung und anschlieBende Lagerung im Exsik-

kator.

- Zur Herstellung der Gefrierschutzlosung wird die Trockensubstanz in bi-destilliertem

72. Servapor® Dialysierschlauch, Molecular Weight Cut Off: 12000 bis 14000 g/mol, Boehringer Biopro-

ducts Partnership, Heidelberg
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Wasser in einer Konzentration von 24,5 Gew.-% gel(ﬂst73

. Die fiir das jeweilige Einfrierpro-
tokoll erforderliche NaCl-Konzentration wird nach der Salzeinwaage und dem Losen flam-

menphtometrisch kontrolliert.

8.2 Beschreibung der verwendeten Einfrierprotokolle

Im Folgenden wird das allgemein zur Kryokonservierung makroskopischer Proben verwendete
Protokoll beschrieben, wobei die beiden Varianten ,,mit“ und ,,ohne Zellwiaschen vor dem Ein-
frieren* getrennt aufgefiihrt sind. Die Werte beziiglich der Parameter HES-Modifikation, NaCl-
Konzentration und Kiihlrate/Einfriercontainer sind den Bildunterschriften der jeweiligen Studi-
en in Kapitel 5 zu entnehmen. Die Abwandlungen der Protokolle, die in Kapitel 6 verwendet

wurden, sind in der jeweiligen Versuchsbeschreibung aufgefiihrt.

Ausgangsprodukt

Ausgangsprodukt fiir die Kryokonservierung ist ein buffy-coat-freies, ungefiltertes Erythrozy-
tenkonzentrat in additiver Losung. Die verwendeten Stabilisatoren sind CPDA-1 als Primér-
und PAGGS-M als Sekundirstabilisator. Das Volumen des Konzentrats liegt bei durchschnitt-
lich 300 ml bei einem Hamatokrit von 60 % + 10 %.

Verfahren mit Zellwischen vor dem Einfrieren

Das Erythrozytenkonzentrat wird durch Auffiillen des Konzentratbeutels mit isotoner Koch-
salzlosung zunichst im Volumenverhéltnis von ca. 1:1 verdiinnt. Es folgt eine Zentrifugation
(Heraeus Cryofuge M-700) iiber 10 min bei einer Zentrifugalbeschleunigung von 1100 g und
einer Temperatur von 4 °C mit anschlieBendem Abtrennen des Uberstandes in einer manuellen
Federpresse. Dieser Vorgang wird insgesamt viermal durchgefiihrt, der flinfte und letzte
Waschzyklus erfolgt bei 2500 g. Der resultierende Himatokrit des gewaschenen Erythrozyten-

konzentrats betrigt ca. 80 %.

Verfahren ohne Zellwische vor dem Einfrieren

Hierbei wird durch einmalige Zentrifugation und Abtrennen eines definierten Volumens an

73.Da bis zum Losen der getrockneten Stirke zur Herstellung der Frierschutzlosung hiufig langere Zeit-
raume lagen, konnte aufgrund der wasserbindenden Eigenschaft der Stirke eine konstante Restfeuchte
des Pulvers nicht gewédhrleistet werden. Daher wurde bei jeder gelosten Charge eine Kontrolle der
HES-Konzentration durchgefiihrt. Dabei wurde durch Trocknung einer Probe von 1 g tiber 72h bei
50 °C das Wasser vollstindig entzogen. Durch Wagen vor und nach dieser Trocknung konnte die
Abweichung von der angestrebten Konzentration bestimmt werden. Die Werte lagen bei sdmtlichen
verarbeiteten Chargen zwischen 1 und 2 Gew.-%.
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Uberstand der Hiimatokrit des Ausgangsprodukts dem eines vergleichbaren gewaschenen Ery-
throzytenkonzentrats (s.0.) angepal3t. Da der Himatokrit des Ausgangsprodukts Hkt;, relativ
groflen Schwankungen unterworfen ist, wird er zunichst gemessen. AnschlieBend wird mit dem
Ausgangsvolumen V, und dem zu erzielenden Himatokrit Hkt. ), das abzutrennende Volumen

AV ermittelt;

Hkt,,
AV =V, [1 - T } (8.1)

soll
Nach der Zentrifugation (10 min bei 3000 g , Temperatur 4 °C) wird das errechnete Volumen
an Uberstand AV abgezogen. AnschlieBend wird die Probe durchmischt und der Hamatokrit

wird nochmals zur Kontrolle bestimmt.

Zugabe der Frierschutzlosung

Das aufbereitete Erythrozytenkonzentrat wird in einem Volumenverhiltnis von 1:1 mit der
Frierschutzlosung (s. Kapitel 8.1) versetzt. Die Zugabe erfolgt unter Verwendung einer ge-
wichtsgesteuerter Mischwaage durch Zulauf der Frierschutzlosung in den Konzentratbeutel.
Anschliefendes manuelles Walken des Beutels ist zum Erzielen einer homogene Durchmi-
schung erforderlich. Das resultierende Probenvolumen betrégt nach Zugabe der Frierschutz-
16sung etwa 450 ml, der Hamatokrit 40 %, und die extrazellulire HES-Konzentration ca.

20 Gew.-%.

Einfiillen in Gefrierbeutel

Die Erythrozytensuspension wird in tieftemperaturgeeignete Gefrierbeutel (Hemofreeze
DF 1200-2, Fresenius Transfusions GmbH, Bad Homburg) eingefiillt. Bei Studien mit einer
Gefriergutschichtdicke von d =10 mm wird die gesamte, aus einer Blutspende aufbereitete
Suspension in einen Beutel eingefiillt, bei einer Gefriergutschichtdicke von d =5 mm wird die
Suspension entsprechend auf zwei Beutel aufgeteilt. Durch Abschwei3en des Stechdorn-An-

schlusses (FolienschweiB3gerdt WD 3, Gambro, Miinchen) werden die Beutel versiegelt.

Abkiihlen im Friercontainer und Lagerung

Der befiillte und versiegelte Gefrierbeutel wird in den je nach Kiihlratenbereich erforderlichen
Einfriercontainer eingelegt. Dieser wird verschlossen und durch Eintauchen in Fliissigstickstoff
(LN,) abgekiihlt. Nach Abschluf3 des Siedevorganges wird der gefrorene Beutel entnommen

und in der Gasphase iiber Fliissigstickstoff bei einer Temperatur unterhalb -150 °C gelagert.
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8. Anhang

8.3 Beschreibung der verwendeten Wiedererwiarmungsprotokolle

In der folgenden Tabelle sind die Parameter aufgelistet, die bei den in Kapitel 4 und Kapitel 5
dargestellten Studien zum Wiedererwidrmen herangezogen wurden. Abweichungen von den
Werten des mit ,,Standard* bezeichneten Protokolls (mittlere Spalte) sind unter ,,Variation*

(rechte Spalte) aufgefiihrt. Es folgt ein Verweis auf die jeweilige Studie anhand der Bildnum-

mer.
Parameter Standard Variationen
Verfahren Neues Verfahren Schiittelwasserbad® (SWB):
(NV) mit Orbitalbe- | Bjld4.1/5.1/5.2
wegung und Diisen Neues Verfahren ohne Diisen: Bild 4.10
segmentiertes Tauen®: Bild 4.1/5.1/5.2
Fillvolumen Beutel/ | 450 ml/ 10 mm 225ml/5mm: Bild5.2/53/5.4
Schichtdicke d
Beutelfiillung 20 Gew.-% HES- HES BE70:

Losung®
Modifikation:
HES L200

NaCl-Konzentration:

Bild4.11/4.12/5.1/52/53/5.4

nur isotone NaCl-Ldsung:

Bild 4.11/4.12/4.13/4.14

HES BE70 mit 100 mmol/l NaCl: Bild 5.3

60 mmol/l HES BE70 mit 150 mmol/l NaCl:
Bild5.2/53/54/55
Orbitalfrequenz foy, | 360 min! 120 ... 360 min™': Bild 4.13 / 4.14 / 4.21

Bohrungsdurchmes-
ser der Diisen D

2,8 mm (G10)4

1,7 mm (G6) / 2,4 mm (G9):
Bild 4.13/4.14/ 4.21

Wassertemperatur 60 °C 40 °C...80°C: Bild 5.4
Diisenanzahl 2X6 -

Abstand Diisen 26 mm -

- Beuteloberfldche

Exzentrizitit der 15 mm -

Orbitalbewegung

Torb

Forderdruck Pumpe | 4,6 bar 3,0 bar: Bild 4.13 / 4.14

a. Schiittelfrequenz: 36071, Schiittelhub: 25 mm
b. Das segmentiertes Tauen wird, da es eine Modifikation des Salzstabilitétstests darstellt, gesondert in
Kapitel 8.4 beschrieben
c. Bei den Studien zur Kryokonservierung Kapitel 5 bezieht sich diese Konzentration auf das extrazellu-
lare Fliissigkeitsvolumen
d. Der Wert in Klammern entspricht der Herstellerbezeichnung

Tabelle 8.2: Zusammenstellung der verwendeten Parameter beim Wiedererwdrmen
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Auftauzeiten

Da sich weder die MeBwerte zum Wiedererwdrmungsverhalten (s. Kapitel 4.3), noch die Simu-
lationsergebnisse (Kapitel 4.4) quantitativ auf das Erythrozyten-HES Gemisch {ibertragen las-
sen, ist es generell erforderlich, die Auftauzeit empirisch zu ermitteln. Ein weiteres Problem
ergab sich daraus, daf3 die Erythrozytenkonzentrate als Ausgangsmaterial weder ein konstantes
Volumen, noch einen konstanten Hamatokrit aufweisen’* (s. Kapitel 8.2). Da der Hamatokrit
der Proben vor dem Einfrieren jedoch grundsdtzlich angeglichen wird, und die Additiv-Zugabe
im konstanten Volumenverhiltnis von 1:1 erfolgt, resultiert ein variables Fiillvolumen des Beu-
tels in der GrofBenordnung von ca. 10 %. Dies erfordert eine individuelle Anpassung der Auf-
tauzeit an das jeweilige Fiillvolumen, um Schidigung durch Uberhitzung bei zu langem
Auftauen, bzw. durch unvollstindiges Auftauen (Resteis durch zu kurzes Auftauen) zu vermei-
den. Als KontrollmaBnahme wurde bei jeder Probe der in Kapitel 5 dargestellten Studien die
Probentemperatur unmittelbar nach dem Wiedererwiarmen ermittelt. Da eine Messung inner-
halb der Probe aus hygienischen Griinden vermieden werden sollte, wurde dafiir ein Thermo-
element zwischen den AuBlenflichen des mittig umgeknickten Beutels plaziert. Nach kurzem
Durchwalken des Beutels (zum Durchmischen) lie3 sich durch leichtem Druck auf den Beutel
(zur Verringerung des thermischen Kontaktwiderstandes) eine konstante Temperatur ermitteln.
Die folgende Tabelle zeigt exemplarisch der ermittelten Temperaturen, die bei den Studien mit

HES BE70 (Sonstige Parameter nach ,,Standard*“-Protokoll gemaf3 Tabelle 8.2) gemacht wur-

den.
Anzahl Angepalite Mittlere Absoluter
der Probenmasse . .
Auftauzeiten Temperatur Temperaturbereich
Proben
13 456+45¢g 65s5...90s 31,6 °C 26,6 °C .... 35,4 °C

Tabelle 8.3: Ermittelte Probentemperaturen unmittelbar nach dem Wiedererwdrmen

Die Kontrollmessungen der Studien mit Schichtdicke d = 5 mm lieferten vergleichbare Tempe-
raturen bei entsprechend angepalten Auftauzeiten von 25 s ... 35 s. Die insgesamt hochste Tem-
peratur wurde zu 36,8 °C bestimmt. Damit lagen sémtliche Temperaturen deutlich unterhalb der
Kérpertemperatur, so daB thermische Schidigung durch Uberhitzung, z.B. Aufgrund von Ei-

weiB-Denaturierung, sicher ausgeschlossen werden kann’>.

74. Konstant ist lediglich das Volumen der Proben nach der Blutspende (Vollblutkonserve, s. Kapitel 2.5,
Bild 2.5), da es durch die Verwendung von Mischwaagen bei der Blutabnahme auf 450 ml festgelegt
ist. Da der Hédmatokrit des entnommenen Vollbluts spenderabhéingig ist, resultiert ein variables Volu-
men an Erythrozyten in jeder Blutspende.
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8.4 Salzstabilitatstest

Im Folgenden wir der zur Ermittlung der Zelliiberlebensrate nach dem Wiedererwérmen einge-
setzte Salzstabilititstests beschrieben, sowie die Modifikation des Tests, die beim segmentier-

ten Tauen angewandt wurde.

Testablauf

Nach einer griindlichen Durchmischung der aufgetauten Erythrozytensuspension wird durch
Zugabe von 250 ul Suspension zu 10 ml isotoner, phosphatgepufferter Kochsalzlosung
(pH 7,2) eine 40-fache, isotone Verdiinnung hergestellt. Nach einer Inkubationszeit von
1/2 Stunde bei Raumtemperatur werden 1,5 ml der Suspension in Eppendorf-Hiitchen pipet-
tiert, und bei einer Beschleunigung von 8000 g fiir 10 min zentrifugiert. 1 ml des Uberstands
werden abpipettiert und mit 1 ml kaliumzyanidhaltiger Reaktionslosung (Test-Kit: Merckotest,
Nr. 3317, Merck, Darmstadt) versetzt. Analog wird mit 1 ml der inkubierten Suspension verfah-
ren. Bei einer Wellenlinge von 546 nm werden photometrisch die Extinktion des Uberstands
Eyp, sowie die der gesamten Probe Eg. bestimmt. Der Salzstabilitdtswert errechnet sich aus

dem Extinktionsverhiltnis’©:

E
S = [1— Ub} - 100% (8.2)
EGes

Anschaulich gibt der Salzstabilitdtswert somit den relativen Anteil an Erythrozyten wieder, die
unter hoher isotoner Verdiinnung nicht hdmolysieren, und wird allgemein als Zelliiberlebensra-

te interpretiert.

Zur Erhohung der Genauigkeit wurde der Salzstabilitdtswert bei jeder aufgetauten Probe zwei-
fach bestimmt. Zur Auswertung wurde aus den Doppelwerten der arithmetische Mittelwert be-

stimmt.

75. Nicht ausschlieBen 148t sich mit dieser Methode eine partielle Uberhitzung in den Randbereichen der
Probe wihrend des Wiedererwarmungsvorgangs, wie sie als moglicher Schadigungsmechanismus bei
der Studie zum EinfluB3 der Wasserbadtemperatur (Kapitel 5.4) diskutiert wurde.

76.Da bei der Absorptionsphotometrie die gemessenen Extinktionen in erster Naherung der Konzentration
der absorbierenden Substanz proportional sind, entspricht das Extinktionsverhéltnis in Gleichung 8.2
dem Verhiltnis von freigesetztem Hamoglobin zu Gesamthdmoglobin, was einer Hamolyserate gleich-
kommt. Die Tatsache, dal} die Volumina, auf die sich die bestimmten Konzentrationen beziehen, nicht
identisch sind (Volumen des Uberstand bzw. das Gesamtvolumen), muf bei der herkdmmlichen Hamo-
lysemessung durch Multiplikation des Extinktionsverhéltnisses mit dem Hématokrit-Korrekturfaktor
(1-Hkt) beriicksichtigt werden. Bei der Salzstabilitdtsmessung wird dieser Faktor vernachléssigt, da der
Héamatokrit durch die isotone Vorverdiinnung von 1:40 kleiner als 1 % ist, und somit (1-Hkt) = 1 gilt.
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Segmentiertes Tauen

Im tiefkalten Zustand wird mit Hilfe eines Skalpells zundchst die Folie des Gefrierbeutels ein-
geschnitten und entfernt. Die Probe befindet sich wahrend des gesamten Vorgangs in einem iso-
lierenden Behilter aus Styropur unter Fliissigstickstoff. Nach Zerkleinern der Probe werden pro
Beutel 12 Stiicke entnommen, deren Gewicht einem Probenvolumen von jeweils
1 ml (£ 0,3 ml) entspricht. Das Gewicht wird mit einer Laborwaage kontrolliert. Das Wiederer-
wiarmen erfolgt durch direkte Zugabe der entnommenen Stiicke zu der gleichen Losung, die
auch zur Messung der Salzstabilitit verwendet wird, und welche zuvor durch Verwendung ei-
nes Wasserbades auf 40 °C temperiert worden ist. Um das gleiche Verdiinnungsverhiltnis von
1:40 einzuhalten, wird dabei ein Volumen von 40 ml verwendet. Durch Schiitteln des verschlos-
senen Gefilles werden die Stiicke sehr schnell wiedererwdrmt. Der anschlieBende Ablauf der
Messung entspricht dem der Salzstabilitdtsmessung nach der isotonen Verdiinnung. Aus den 12
ermittelten Salzstabilititswerten wird zur weiteren Auswertung das arithmetische Mittel

gebildet.

8.5 Stoffwerte

Berechnung des dufleren Wirmeiibergangskoeffizienten
Fir die Berechnung des é&ulleren Wairmeiibergangskoeffizienten nach /Martin 77/ in

Kapitel 4.4.2 wurden die folgenden Stoffwerte fiir Wasser bei 60 °C verwendet:

Pr % A
[/] [m2 s'l] [J m!K! s'l]
Wasser? bei 60 °C 2,983 4,7 107 654,4- 1073

a. Quelle: VDI-Wirmeatlas
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Numerische Simulation des Wiedererwirmungsvorganges

Bei dem Material, aus der die verwendeten Gefrierbeutel gefertigt sind, handelt es sich um eine

Schicht Dicke P % A
um] | [kgm?] | pke'K'] | ImlK'sT)
PI Polyimid (Kapton®)* 50,8 | 1420 1090 0,12
FEP Fluoropolymer (Teflon®)® | 50,8 | 2150 1172 0,195

a. Quelle: DuPont Produktinformation General Information Kapton® polyimide film (8/97) 300874A
b. Quelle: DuPont Produktinformation Properties Bulletin FEP fluorocarbon film (12/96) 240831C

Tabelle 8.4: Stoffwerte fiir die PI/FEP-Verbundfolie des Gefrierbeutels. Herstellerbezeichnung der

Folie: 400FN022

Verbundfolie aus PI Polyimid auf der Auflen- und FEP Fluoropolymer auf der Innenseite des

Beutels. Die Folien ist jeweils 50,8 um stark (entsprechend 2 mil = 2- 1073 inch).
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